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Anwendungsqgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
' bermanent ziichtbaren tierischen und humanen Zellinien und
die Verwendung so erhaltener Zellinien zur Gewinnung von
zellprodukten,

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Seit langem bemiht man sich, sowohl aus wissenschaftlichen
éls'aUCh aus praktischen Grinden menschliche und tieri-
sche Zellen unabhéngig vom normalen tierischen oder mensch-
lichen Gewebe permanent zu ziichten, Bisher ist dies nicht
befriedigend gelungen, und nur in wenigen Sonderféllen  konn-
‘ie eine permanente Zichtbarkeit bei bestimmten Blutzellen
érzielt werden,

Es ist bekannt, zur Herstellung monoklonaler Antikérper
‘git definierter Antigen-Bindungsspezifitét die SOthannté7'
ﬁybridqma-Technik anzuwenden, Mit diesem von Kohler und
Milstein (Continuos culture of fused cells secreting anti-
Eody of predéfined specificity, Nature 256, 495 - 497
(1975)) entwickelten Verfahren kann eine einzelne, Anti-
korper (AK) bildende Zelle potentiell "unsterblich® gemaCht
und beliebig vermehrt werden, Durch Fusion der AK-bildenden
Zellen (B-Lymphocyt) mit einer maligne entarteten Zelle
(Myelom) konnen Zellhybride geschaffen werden, die die
Eigenschaften beider Elternteile in sich vereinen: Die Fé-
higkeit, Antikérper zu produzieren und die Fahigkeit zu
‘permanentem Wachstum, Das neue Wort "Hybridoma" wurde durch
Fusion von Hybrid-Zelle und Myeloma gebildet.

Zum leichteren Verstandnis der Besonderheiten dieser Tech-
“nik sollen einige Grundlagen der Struktur und Synthese von
Antikérpern (Immunglobuline, Ig) dargestellt werden, Ein
 Ig-Molekil setzt sich aus zwei



 identischen Leicht- (L) und zwei identischen Schwer-(H)-
Ketten zusammen. Jede H- und L-Kette ist in genetisch
‘und funktionell unterschiedliche Abschnitte aufgeteilt.
‘Dié:Anéigen-Bindungsstellen des Antik&rpers (englisch:
combihing sites) sind in den sog. variablen Regionen
auégébildet, die einen hohen Grad an Sequenz-Heterogeni-
' t5t aufWéi$en. Die viélfaltigen Aminosduren-Austausche
_‘érzeugen‘ein groBes Repertoire von dreidimensionalen
Strukturen, die in ihrer Form komplementir zu einef‘
groBen Anzahl von Antigenen sind, Man schdtzt, daB ein
'Séuger zwischen,lO6 und 107 verschiedene Antigen-Bin-
dungsstellen ausbilden kann.

Antikdrper sind das’Syntheée—Produkt von B-Lymphocyten.,
‘»wahfend°dér ontogenetischen'Entwicklung einer B-Zelle
aus einer:StammZelle wird eins der vielen verfligbaren
-VariablenfRegion—Gene mit einem der vergleichsweise

“ wenigen Konstant-Region-Genen kombiniert, und zwar so-
~wohl fiir die L- wie die H-Kette. Sobald die Gen-Assozi-
iefung erfolgt ‘ist; ist die betreffende B«Zelle‘darauf
‘ festgelegt} nur einen einzigen Typ von Antik&rper-Mole-
“kﬁlvzu bilden, und diese Festlegung vererbt sie ihren
ToChterzelleh. Ohne Antigen-Stimulus verharrt die
B-Zelle in eihem Ruhezustand, ohne zu proliferieren.
Sie produiiert und sezerniert nur wenig Immunglobulin,
trdgt aber in ihrer Zellmembran fest verankert Antikdr-
- per, die exakt die gleiche Antigen-Bindungsstelle haben
wie der sezernierté AntikOrper. Wenn ein Antigen in den
Organismus eindringt, wird es in einer Serie von

- komplexen zelluldren Interaktionen den B-Zellen présen-
tiert. 3



1
P L S W
1

Die B-Zelle, deren Membran~1mmunglobulin mit dem Anti-"
gen spezifisch reagiert, wird dazu gebracht, sich zZu

teilen und einen Klon von Tochterzellen zZu bllden, dle '
zu Antikdrper-produzierenden Zellen (Plasmazellen) ’_
- .differenzieren. Da ein B—Zellklon.Antlkorper mit 1den-_'
tischer Struktur und mit identischen Antigen~Bindungs-
‘stellen bildet, wird das Produkt eines solchen Klons

“monbklonaler Antikérper" genannt. Komplex aufgebaute:

Antigene wie Proteine, Mikroorganismen oder Zellen ent- .

halten viele verschiedene, Antigen-wirksame Stellen ,
(Determinanten, Epitope) und folgeriéhtig werden viele
- verschiedene B-Zellen stimuliert, sich zu teilen und
Klone auszubilden. Deshalb wird eine groBe Vielzahl von
‘ Antikdrpern gebildet, die sich hinsichtlich ihrer |
GréB8e, Ladung, Spezifitit und Affinitdt ﬁhterscheiden‘
und vereint im Immunserum erscheinen. Aber auch die |
‘gegen eine einzige Determinante gerichtete Immunantwort
ist in aller Regel polyklonal Es ist bekannt, da8
Mduse bis zu 102 verschiedene Antlkorper gegen ein ein-
faches Hapten, d. h. eine isolierte Determinante, bil-
den kdnnen. Diese Tatsachen verdeutlichen, daB es
duBerst schwierig, wenn nicht unméglich ist, in repro-
duzierbarer Weise Antisera gegen ein bestimmtes Antigen
zu erzeugen. Viele Jahre wurde deshalb nach einem Ver---
fahren gesucht, das gestattet, vereinzelte B-Zellen
klonal zu expandieren, um auf diese Weise zu homogenen,
monoklonalen Antikdrpern zu gelangen. Die natiirlichen
Vorbilder waren die Myelome bzw. Plasmacytome, die als
maligne Erkrankungen seit langem in Mdusen, Ratten und
Menschen bekannt waren. Ein Myelom entsteht, wenn elne
B-Zelle maligne entartet und ungehemmt proliferiert,
wobei der Klon von Tochterzellen groBe Mengen an homo-
genen AntikOrpern produziert. Myelome k&nnen in gewis-
sen Inzucht-Mausstdmmen durch chemische Manipulation
induziert werden. Alle Versuche, durch Kombination von



Hyperimmunisierung und Myelom-Induktion zu monoklonalen
Antlﬁbrpern mlt bekannter Antigen- Bindungsspezifitidt zu
‘kommen, sind jedoch erfolglos geblieben. Immerhin
:fuhrten diese Bemiihungen zu Myelom-Zelllnlen, die in

» v1tro kult1v1erbar waren und zur Grundlage der Hybridoma- -
Technologie geworden sind. Die grundlegende Idee von
-Milstein und Kbhler war, eine Hybridzelle durch Fusion
zu‘hormalen B-Zellen aus immunisierten Tieren mit einer
_kulturfahlgen und permanent wachsenden Myelomzelle zu
erzeugen.

'In ihren ersten Versuchen fusionierten sie die Myelom-
zellen mit den Lymphocyten aus der Milz einer Maus, die
 mit Schaf-Erythrocyten immunisiert worden war. Sie er-
" hielten 10 lebensfihige Hybride, von denen zwei Anti-
kérper mit'Spezifitét gegen Schaf-Erythrocyten bildeten.
Die Antikdrper4produzierendeh Hybride &hnelten den
‘Myelomzellen insoweit, als daB sie kontinuierlich in
Kultur wuchéen ﬁnd Tumoren bildeten, wenn sie syngene-
.1schen Mausen implantiert wurden. Von groBer praktischer
Bedeutung war weiterhin, daB die Hybridzellen wie
Myelomzellen in Flissigstickstoff eingelagert und iiber
lange Zeitréumevlebensféhig konserviert werden konnten.

Technik der Hybridoma-Herstellung

Mduse werden wie bei der konventionellen Antiserum-Her-
Stellung mit Antigen immunisiert, in der Regel wieder-
holt mit mehrwdchigen Unterbrechungen. Unmittelbar vor
der Fusion wird die Maus getdtet und ihre Milz unter
aseptischen Bedingungen exzidiert. Der Milzsack wird
aufgeschnitten und die Milzpulpa vorsichtig herausge-
driickt. Die Milzlymphocyten (ca. 108 Zellen) werden in



,eao-\

Zellkulturmedium suspendiert und mit Myelomzellen im
Verhdltnis 1:1 bis 10:1 vermischt. Die Zellmischung
wird durch Zentrifugation dicht auf den Boden eines
R6hrchens gepackt und nach Entfernung des fliissigen
Uberstandes mit dem Fusionsmedium (30 bis 50 %ige
Polyathylen~Giycol-L6sung oder suspendiertes, inakti-
viertes Sendai~Virus) behandelt. Nach Auswaschen des
Fusionsmediums wird die Zellmischung in einer Zell-
dichte von ca. 10° zellen pro ml in sterile Kulturge-
faBe (Tipfelplatten) iberfiihrt und in einem‘COz-bega—
stem Inkubator kultiviert. 2 bis 4 Wochen nach Fusion
wird daszachstum'von Hybridoma-Klonen mikroskopisch
sichtbar. Ab diesem Zeitpunkt kann der Kulturiiberstand .
auf Vorhandensein von Antik&rpern mit der gesuchten
- Spezifitdt untefsucht.werden; Dazu sind Analysenver-
fahren hotwendig;\die'Antikérper im Sub-Mikrogramm-
'Bereich nachweisen kénnen (RIA,»ELISA,'Immunofluores—
jzénz). Die Zellen aus positiven Teilkulturen werden
sodann kloniert, d. h. Einzel-Zellkulturen angelegt.
Isolierte Klone, die den "richtigen" Antikdrper bilden,
werden,expandieft und zur Tumorinduktion in die Bauch-
hdhle von Pristan-vorbehandelten syngeneischen Miusen
(in der Regel Balb/c~Inzucht-Miuse) gespritzt. 6 bis 20
| Tage nach der Inokulierung kdnnen bei Angehen‘des
Tumors homogene Antikﬁrper aus dem Blut oder vorzugs-
. weise aus der Bauchhdhle (Ascites) gewdnnen werden (mit
einer Ausbeute von 50 bis 150 mg monoklonaler Antikdr-

per pro Maus).

Nach der Fusion liegt ein sehr heterogenes Gemisch aus
Hybriden und nichtfusionierten Zellen vor. Bei Einsatz
von 108vMaus-Milzzellen kann man mit max. 103'1ebensf5-'
higen Hybridoma-Zellen rechnen. Da die Hybridzellen
eine gewisse Anlaufzeit brauchen, bevor sie mit der

Proliferation beginnen k&nnen, die nicht-fusionierten



Myelomzellen aber sofort weiterwachsen, muB ein Selektions-
verfahren das Uberleben der wenigen Hybridoma sichern.
Das Standard- Selektlonsverfahren in der Hybridoma-Tech-
nik basiert auf dem sogenannten HAT-Selektionsmedium
(Littlefield, J.W.: Selection of hybrids from matings
of fibroblasts in vitro and their presumed recombinants.
.'Sc1ence 145, 709-710 (1964)). A steht flir Aminopterin,
‘einem Folsdure-Antagonisten, der den Hauptweg der DNS-
Synthese blockiert. Normale Zellen k®nnen den Aminopte-~
~rin-Block mit Hilfe von Thymidin-Kinase (TK) und
 Hypoxanth1n Guan1n—Phosphor1bosy1 -Transferase (HGPRT)
umgehen, sofern ihnen im Kulturmedium Thymidin (T) und
Hypoxanthln (H) angeboten werden. Fehlt einer Zelle
eines der beiden Enzyme, dann ist sie in HAT-Medium
nicht ﬁbérlébensfahig. Flir die Hybridoma-Entwicklung
werden deshalb Mutanten von Myelomzellen verwendet,
welche TK- oder HGPRT-defizient sind. Diese Zellen sind
in HAT-Medium nur dann lebensfahlg, wenn sie mit einer
normalen Zelle fusioniert sind, die mit ihrem Genpool
das fehlende Enzym in die Hybridzelle einbringt. Die
nicht-fusionierten Lymphocyten der Milz haben in Kultur
~eine natiirlich begrenzte Lebensdauer und stellen des-
halb keine Bedrohung der Hybridoma dar.

Bei der Hybridoma-Herstellung treten nun folgende
Probleme auf:

1. HAT-Medium-Selektion

Die selektive Unterdriickung des Wachstums von
nicht—fusionierten Myelomzellen ist, wie oben dar-
‘gestellt, eine essentielle Voraussetzung fiir die
Erzéugung von Hybridoma-Klonen. Die HAT-Selektion
. ist aber auch flir normale, nicht-defiziente Zellen .
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ein HuBerst unphysiologisches Verfahren, das d1e

' Teilungs- und Uberlebensfahlgkelt der zellen be-

eintrédchtigt. Besonders bei menschlichen Lymphocy-
ten ist es auBerordentlich schwierig, die Komponen-
ten des HAT-Mediums konzentratlonsmaﬁlg so einzu-
stellen, daB HGPRT-negative Zellen zuverlas51g -
abgetStet werden, HGPRT- -positive Zellen dagegen
liberleben konnen

Das MiBverh&ltnis zwischen der Zahl an eingesetzten
Lymphozyten und Myelomzellen einerseits und der
Ausbeute an vermehrungsfahlgen Hybriden anderer-

vselts veranschaullchen folgende Zahlen: Bei Elnga-

be von 10 Maus Lymphocyten in einen typlschen o
Fusionsansatz gelten 500 Hybrldoma—Klone allgemeln
als sehr gutes Ergebnis. Da in der Milz einer Maus

- auch wenn sie wiederholt (hyper- )1mmun151ert o
"worden 1st = nur eine von 104 bis 103 Zellen Anti-

kdrper gegen das Immunogen bildet (wie mittels
Jerne-Plaque-Technik Jerne, N.V. and NORDIN, A.A,:
Science 140, 405 (1963) nachgew1esen worden 1st),<
miBten bei rein zufallsbedingter Hybridoma- -Bildung
103 bis 104 Klone aufgezogen werden, um auch nur
einen Klon mit gewiinschter Antikdrper-Spezifitit -
erwarten zu kénnen. Bei der Herstellung menschlicher
Hybridoma ist das MiBverhdltnis noch krasser: Als
gutes Ergebnis gilt, wenn pro Fusion 4 bis 10
Hybrid-Klone erhalten werden.

Chromosomen-Verluste

Nach einer erfolgreichen Fusion muB8 die neu ent-
standene Hybridzelle mit etwa der doppelten, von
der Natur urspriinglich vorgesehenen Chromosomen~
Menge fertig werden. Wie die praktische Erfahrung

’
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gezeigt hat, neigen Hybridzellen dazu, Chromosomen
. zu "verlieren". Bei jeder Zellteilung besteht bei
’der’unphysiologischen Ubermenge von Chromosomen
die Gefahr, daB diese nicht gleichmdBig auf die
beiden Tochterzellen verteilt werden. Die Tochter-
zelle, die weniger von dem YbermaB abbekommt und
‘deshalb nicht mit Luxusproduktionen aufgehalten
wird, hat gegeniiber der anderen einen Selektions-
vorteil und wird zur dominierenden Zelle in der
Kultur. Die Synthese von Immunglobulin ist aber
fiir die Lebensfdhigkeit einer Hybridzelle nicht
’essentlell sondern stellt eine "Luxus"-Synthese-
‘ Lelstung dar. Das Erschelnen von Non-Producer- .

- Varlanten in einem Hybrldoma—Klon ist deshalb ein
hauflges Erelgnls und erfordert aufwenige Re—Klo-
'nlerungsmaBnahmen, um die Produktlonsfahlgkelt
eines Klons zu sichern. Die Tendenz, Chromosomen
‘zZu verlieren, ist besonders extrem bei Inter-
Spezies—Hybriden vorhanden.

Hybride Immunglobuline

Myeiom—Zellen sind maligne B-Zellen und bilden
selbst Immunglobuline (mit unbekannter Antigen-
Bindungsspezifitét). Diese Fdhigkeit bringt die
Myelomzelle wie die normaie B-Zelle in das Hybri-
bbdoma mit ein. Da die verschiedenen Ketten des
Ig-Moleklils getrennt synthetisiert und erst nach—
Atragllch zu kompletten Antik&rpern zusammengesetzt
werden, entstehen in einer Hybridoma-Zelle, in der
die zwei verschiedenen L- und H-Ketten syntheti-
siert werden, zufallsbedingt 10 verschiedene
Komblnatlonen, von denen der gesuchte "richtige"
- AntikOrper nur 1/16tel der Gesamt- -Ig=-Menge aus-
macht. Deshalb sind mit grofem .Aufwand bereits
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Maus-Myelom-Zell-Mutanten entwickelt worden, die
selbst keine H- oder L-Ketten bilden. Fiir die
Fusion von menschlichen Lymphocyten steht aber
bislang noch keine &hnlich weit entw1ckelte

- Myelom-Linie zur Verfugung.

Noch grav1erendere Probleme liegen vor bei den Alter-
natlven zur Hybridoma-Technik:

1. Immortalisierung von B-Lymphocyten durch Viren

~ Menschliche B-Lymphocyten von normalen Spendern
‘kénnen durch Infektion mit Epstein-Barr-Virus
(EBV) maligne transformiert werden. Die EBV—lnfl—
zierten, lymphoblastoiden Zellen kdnnen kontinu-
ierlich in vitro kult1v1ert und kloniert werden.
Im Vergleich mit Hybridoma produzieren EBV-lympho—v
blasoide Linien jedoch nur 1/10 oder weniger an
Immunglobulinen bei unzufriedener Produktionssta-
bilitdt. Man nimmt an, daB B-Zellen in einem ‘
frihen Differenzierungsstadium durch EBV fixiert
werden uhd deshalb iiberproportional hdufig Klone
‘erhalten werden, die IgM in sehr geringen Mengen
produzieren. ‘

In analoger Weise kdnnen Maus-B-Lymphocyten durch
den Abelson-Miuse-Leukimie-Virus (MuLV) transfor-
miert werden. Auch hier werden die Lymphocyten
unglinstigerweise in einem frﬁhen'Differenzierungs—
stadium fixiert und sind schlechte Antikorper-Pro-
duzenten.
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2, Langzeltkulturen von nicht- transformlerten
B- Lymphocyten

. Neueste VerSffentlichungen (Spredni, B. et al.
| Long-term culture and cloning of nontransformed
 human B-lymphocytes. J. Exp. Med. 154, 1500-1516
(1981), Howard, M. et al.: Long~therm culture of
-normal mouse B- lymphocytes Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA in press) zeigen die MOgllChkelt auf, B~ Lympho—
~ ¢yten ohne Transformlerung durch spezielle Kultur-
’vbedlngungen (permanente mltogene Stimulierung;
Lymphokln-kondltlonlerte Medien etc.) permanent zu
kult1v1eren und zu klonleren. Flir eine routine-
. midBige Herstellung von monoklonalen Antikdrpern
sind dlese Verfahren derzeit mit Sicherheit noch
nicht . geelgnet.

- Der Stand der Technik kann daher zusammenfassend wie
"folgt beschrleben werden:

B—LymphOcyten von normalen Spendern k&nnen artifiziell
| "immortalisiert" werden. Die Hybridoma-Technik verwen-
- det lebende, in Kultur unbegrenzt vermehrungsfahlge
Myelom-Zellen, die mit Antlgen—stlmullerten B-Lymphocy=
‘ten fuslonlert werden. Die durch Zell-Zell-Fusion ge-
schaffenen Hybridzellen werden durch HAT ~-Selektion iso-
liert und durch Anlagen von Elnzelzell ~Kulturen klo-
niert. Hybridoma-Klone, die Antlkorper mit der ge-
suchten Spezifitdt bilden, werden flir die Massenproduk-
tion von monoklonalem Antikdrper vermehrt. Erhebliche

- Nachteile ergeben sich jedoch aus der HAT-Selektion,
durch Chroﬁosomen—Verluste und hybride Immunglobuline.
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In einem anderen Verfahren werden B-Lymphocyten durch In=
fektion mit speziellen Viren maligne transformiert und
in permanentwachsende Zellen umgewandelt, unter Erhalt
'der Antikorper-Synthese. Sie sind aber notorisch schwache
Antlkorper-Produzenten. :

In Hinsicht auf Massenproduktion von monoklonalen Anti-
kérpern mit definierter Antigen-Bindungsspezifitat ist-
daher die Hybridoma-Technik den alternativen Verfahren :
derzeit eindeutig iberlegen,

Aber auch die Hybridoma-Technik hat schwerwiegende Nach-
teile., Der wichtigste Nachteil besteht darin, daB das
Verfahren einerseits auf HAT-sensitive Fusionspartner,
andererseits auf wenige Zellarten, namlich Lymphoéyten
und Nervenzellen, beschrankt ist,

Ziel der Erfindqng

Es ist das Ziel der Erfindung, die Nachteile bekannter
Verfahren zu eliminieren und ein neues, vorteilhaftes
‘Verfahren zur Herstellung von permanent zichtbaren tie-
rischen und humanen Zellinien zu schaffen,

Darlegung des wWesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine neue Ver-
fahrensweise zur Herstellung tierischer und humaner '
Zellinien aufzufinden,
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- Gelost wird diese Aufgabe erfindungsgemdB durch ein Ver-
fahren zur Gewinnung von permanent ziichtbaren tierischen
und humanen Zellinien durch Fusion von normalen tieri-
schen und humanen Zellen mit biologischen Komponenten,
welcﬁe eine Zichtungsfahigkeit in vitro bgwirken, dadurch
.gékennzeichnet; daB man normale tierische und humane Zel-
len mit‘allein nicht vermehrungsfahigen Zellfragmenten
trahéformierter Zellen fusioniert und in einem Kultur~
medium qhné‘Selektionssdbstanzen ziichtet, '

Wesentlich beim Verfahren der Erfindung ist, daB die fur
dié‘FUsiOn'verwendeten Fragmente vollig frei sind von
_noch'vermehrungsféhigen'Zellen und sich allein auch nicht
mehr vermehren kbnnen.,



Ubetraschenderweise fihrt beim Verfahren der Erfindung
-das Ubergewicht des Cytoplasmaanteils des nicht
-entarteteh-Partners, also der normalen Zelle, nicht zu
einer Extinktion der malignen Eigenschaften der entar- o
teten Zellen und damit zur Beseitigqung der Fahigkeit'zn :'
'permanentem Wachstum, obwohl es bekannt ist, daB durch
Fusion von transformierten Zellen mit normalem Cyto— _
plasma aus nlchtmallgnen Zellen die Malignitdt gel®scht
‘wird (Shay, W.J. et al.: Supression of tumorigenicity
in Cybrids. J. Supramol. St. Cell. Biochem. 16, 75-82
(1981)). Ebénso,war nicht vdrhersehbar, ob sich die
Zellkerne mit den isolierten Kernen der entarteten
zellen, z. B. mit Myelomkernen, zu einem gemeinsamen
Genom vereinigen, wenn das Myelom- Cytoplasma nlcht mit
in das: Hybrld elngebracht wird.

Die Fusion erfolgt nach bekannten Methoden zweckmiBig
in Gegenwart von fusiogenen Substanzen, vofzugsweisé

- von Polydthylenglycol oder von Sendai-Virus, da hier-
durch analog wie bei der Hybridoma-Technik eine Erhd-
hung der Fusionsausbeute bewirkt wird. Weitere fusio-
gene Substanzen sind dem Fachmann bekannt und ebenfalls
verwendbar.

Die Gewinnung der Fragmente der transformierten Zellen,
beispielsweise also der Myelomzellen, kann nach bekann-
~ten Methoden erfolgen. Bevorzugt wird die Zellwand

- durch Lyse oder mechanisch aufgebrochen. Gegebenenfalls
kénnen dann durch Zentrifugieren die Kernfraktionen von
den Cytoplasmafraktionen getrennt und die Fraktionen
alleine verwendet werden. Besonders bevorzugt erfolgt
die Lyse durch quellen lassen der Zellen in Glycerin
und- anschlieBendes Eiﬁbringen in glycerinfreie Puffer-

18sung. Dies flihrt zum Platzen der Zellmembranen. Eine



‘andere bevorzugte Methode besteht in der Herstellung
von Kérydplasten und Cytoplasten durch Behandlung der
Zellen mit Cytochalasin B, einem im Handel erh3ltlichen
Antibiotikum. Dieses Verfahren ist bekannt aus Biochem.
*Blophys. Res. Comm. 63, 669-674 (1975). Bei diesem Ver-
fahren trltt eine Art "Zellteilung" auf, in den nur
“noch von der Zellmembran umgebenen Zellkern, den Karyo-
"plasten elnerselts und das ebenfalls von einer Membran
'umschlossene, kernlose Cytoplasma; den sogenannten
Cytoplasten, andererseits. Beide erwiesen sich im
Rahmen der Erfindung als in gleicher Weise fiir die

" Fusion geelgnet wie durch Lyse oder mechanisch erhal-
tene- Zellfraqmente bzw. Kerne oder Cytoplasmafraktionen,
die nicht mehr von elnef Zellmembran umgeben sind. Der
meéhanische AufschluB kann nach den dem Fachmann wohl-
_bekannten Methoden, die hier keiner Erléduterung bedurfen,
"erfolgen.

: Dle Zellfragmente k&nnen in frischem Zustand unmittel-
bqr nach ihrer Herstellung oder erst spdter filir die
Fusionierung eingesetzt werden, wobei sich in letzterem
' Fall eine Aufbewahrung in lyophilisiertem Zustand be-
wihrt hat. |

Unter transformierten Zellen werden solche verstanden,
die in vitro und in vivo den nbrmalen Wachstumsregel-
mechanismen nicht mehr gehorchen. Beispiele hierfiir
sind maligne entartete Zellen, wie z. B. Krebszellen,
duréh Virusinfektion (z. B. Eppstein?Barr—Virus)
VEntartete Zellen und durch kanzerogene Stoffe verdn-
derte Zellen.

Falls flir das Verfahren der Erflndung Zellfraktlonen
verwendet werden, so miissen diese nlcht volllg rein
sein, sie diirfen jedoch keine intakten vermehrungsfahie_

gen Zellen enthalten.



Ein wesentllches Merkmal der Erfindung liegt darln, daB .

. die erhaltenen Hybride nicht der Konkurrenz von entar-
teten, nicht hybriden, in vitro zlichtungsfédhigen zellen
ausgesetzt sind und daher deren Wachstum auch nicht
durch HAT- Selektlonssubstanzen unterdriickt werden muS8.,
Dadurch_w1rd der sehr nachteilige Einflu8 des HAT—Selekéﬂw
tionsmédiums auf die Hybride beseitigt und eine ent-

- scheidende Verbesserung der Ausbeute und Lebensf&higkeitf
ah permanent zilichtbaren Zellen erzeugt.. |

| Ferher ist es erfindungsgemiB fir die Hybridbildung
nicht mehr Voraussetzung, als entartete Zelle -eine
HAT-sensitive Zelle zu verwenden. Es gibt viele perma-
'nent wachsende Zellinien, die keine HAT- Sen51b111tat
'aufwelsen und fiir die konventionelle Hybrldoma-Technlk
nicht verwendbar waren, im Rahmen der Erfindung aber

zur Herstellung der Fragmente fiir die Fusion elngesetzt"
werden k®nnen. -

Zellen werden durch Cytoéhalasin B (Pilz-Metabolit)
veranlaBt ihren Kern in einer extremen Ausstulpung zZu
extrudleren". Unter EinfluB von Schwerkr&ften (z. B.
Zentrlfugatlon) reift die diinne Verbindung leicht ab.
Dadurch entstéht'ein‘kernloser Zell-Leib (Cytoplast)
und ein Kern, der mit Zellmembran und einem schmalen
Cytoplasma-Saum umgeben ist (Karyoplast oder Minicell).
Weder Karyoplast noch Cytoplast sind vermehrungsféhig,
halten aber ihre épeziellen Funktionen iiber einige '
Stunden bis Tage aufrecht. Die Kern-Extrusion erfordert
eine relativ hohe CYtochalasin—B—Konzentration und ist,
solange die Verbindung nicht abreiBit, voll reversibel.
- Geringere Cytochalasin-B-Konzentrationen unterdriicken
ldie Zellteilung nach Mitose ohne Kern-Extrusion. Die
Standard-Methode fiir die Cytoplast/Karyoplast-Herstel-
lung>fﬁr nicht-adhirente Zellen ist in Wigler, M.H. and
Weinstein, I.B.: preparative method for obtaining
enucleated mammalian cells Biochem. Biophys. Res. Comm.
63, 669-674 (1975) beschrieben.
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-Es stellte sich ferner heraus, daB nicht nur oben er-
wihnte B- -Lymphozyten sondern auch alle anderen bisher -
"untersuchten tierischen und menschlichen Zellen sich
{' erflndungsgemaB "immortalisieren” lassen (s. Beispiele
_6 bis 8). Es konnten so unterschiedliche Zelltypen wie
T- Lymphozyten (Trdger der zellvermittelten Immunitit
und’ Regulatorzellen des Immunsystems), Endothelzellen
(Wandzellen aus menschlichen Nabelschnurvenen) und
Melanomzellen (aus kryopraserv1ertem Tumormetastasen-
material- 1sollert) durch die erfindungsgemiBe Methode

in permanentes Wachstum liberfiihrt (immortalisiert)
werden. ‘

Damit- macht ‘es das- erflndungsgemaﬁe Verfahren mogllch
’belleblge tlerlsche und menschliche Zellen in Rultur zu
nehmen und auf diese Weise auch das Problem zu losen,
Zellprodukte wie z. B. Antik&rper, Gerinnungsfaktoren,

‘-fEnzyme und sonstlge, von der Zelle synthetisierte Sub-

stanzen in vitro herzustellen. Ebenso machen es die er-
flndungsgemaBen Kulturen mdglich, in erheblichem
Unfange Versuchstiere fiir die Priifung chemischer Sub-
‘stanzen entbehrlich zu machen.

Ein welterer Gegenstand der Erfindung ist auch die ”
Verwendung einer nach dem erfindungsgemiBen Verfahren
hergestellten, permanent ziichtbaren Zellinie zur Ge-
winnung von Zellprodukten wie monoklonalen Antlkorpern,
Gerlnnungsfaktoren Lymphokinen, Enzymen und sonstigen
zu den Proteinen oder anderen Stoffgruppen gehdrenden
'Zellprodukten. ‘

Insbesondere kann man diese Ausfiilhrungsform der Erfin-
'dung bei- Verwendung permanent zlichtbarer B- -Lymphozyten
zZur Herstellung monoklonaler AntikSrper, bei Verwendung
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permanent zuchtbarer Endothel -Zellen, Melanomzellen,Av
Hepatozyten Nierenzellen und dergleichen zur Gew1nnung
von Gerlnnungsfaktoren, bei Verwendung permanent zucht—‘

barer T-Lymphocyten + B-Lymphocyten oder/und Makrophagen.  ;;.“1m

zur Gewinnung von Lymphokinen, bei permanent zuchtbaren
Drusenzellen zur Gewinnung der von den Driisen sezernier-
ten Produkte wie Hormone und derglelchen verwenden Man
‘erkennt -daB je nach der Art der fiir die Immortallsle-
rung gemaB der Erfindung verwendeten tierischen Zellen
alle 1ntere551erenden Zellprodukte gewonnen werden
kdnnen, so daB es nicht erforderlich erschelnt diese
hier detailliert aufzufuhren.

- Die Gew1nnung von Zellprodukten ist jedoch nlcht auf ‘
"die Produkte der Ausgangszellen, also homologe Zellpro-'
dukte, beschrdnkt. Die erfindungsgemis erhaltenen, per-
manent zlichtbaren Zellinien k&nnen auch zur Expre551on ,
‘von Zellprodukten verwendet werden, die von den Ausgangs-
zellen nlcht gebildet werden, also heterolog sind und
deren genetische Information erst nach den Methoden der
Genneukombination in die bereits permanente Hybridzellé
eingebracht wird, die also heterolog sind. Die Herstel-.
lung heterologer Zellprodukte durch die permanente
Hybridzelle'kann 2. B. durch Transformation bewirkt h
werden. So haben Versuche gezeigt, da8 in die permanente
Zelle gemdB der Erfindung mit Hilfe eines Vektors DNA
eingefiihrt werden kann und somit zur Expression der
durch die eingefiilhrte DNA codierten Produkte verwendet
werden kann. '

Die erfindungsgemiBen permanent zﬁchtbaren Zellen
konnen darliberhinaus wie erwdhnt auch als Priifobjekte
flr Wirksubstanzen verwendet werden. Ferner kOnnen die
erfindungsgemisB erhaltenen immortalisierten Hybridzel-
len auch als Quelle fiir die genetische Information,
welche die Fxpre331on gewlinschter Zellprodukte codlert
verwendet werden, derart, daB man den die genetische

‘Information tragenden Bestandteil der Hybridzelle, also

ithr chnf\m MAIT1 A 3o A~ - _
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,den hethoden der Genneukombination in einen geeigneten
Hlquorganlsmus transformiert und das gewiinschte Zell-
produkt aus letzterem gewinnt,

Gemaf einer Abwandlung der erfindungsgeméBen Verwendung
kann daher die Herstellung der Zellprodukte, wie der
monoklonalen Antikorper und anderer zellulérer Substan-
zen, auch so erfolgen, daB die gebildeten Hybridzellen
' nicht direkt fir die Zellproduktbildung bzw, Substanz-
synthese geziichtet, sondern ihr Genom oder Teile des
Genoms oder RNA nach den Methoden der Genneukombination
in einen geeigneten Mikroorganismus transformiert und
letzterer zur Gewinnung des monoklonalen Antikérpers
oder der zelluldren Substanzen gezichtet wird, Bei die-
“séf-Ausfuhrungsform der Erfindung isoliert man das Genom
der Hybfidzellén nach den dem Fachmann hierfir bekannten
- Methoden und transformiert es mit Hilfe eines geeigneten
‘ Vektors, wozu die handelsiiblichen Vektoren verwendet wer-
den koénnen, nach den hierfiir entwickelten Standardmetho-
den in einen geeigneten Mikroorganismus,

Der transformierte Mikroorganismus wird dann in Gblicher
leise gezlchtet und das gewiinschte Zellprodukt aus ihm
gewonnen, Als Mikroorganismus wird vorzugsweise einer
der fir die Genneukombination bewadhrten E. coli-Stamme
verwendef.

Ausfihrungsbeispiel

. Die fdlgenden Beispiele erliutern die Erfindung weiter.
Dabei werden folgende Abkirzungen und Warenbezeichnungen
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AK

1g
H- bzw, L-Kette

Pristan
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-Ahtikérpér

Immunglobulin
“Schwer"- bzw, "Leicht"-

Proteinkette von Ig-Mole-
kiilen

2, 6, 10, 14-Tetramethy1-
pentadecan :



HAT—Selektionsmedium

TK
_HGPRT‘

“ei
© MuLV

CB

" DMSO
DMEM

- FK8

. " Ficoll:

PEG
PBS
POD
ABTS

EBSS

RPMI 1640

Tris
PBL
MNC

hTSH

B-hTsH -

e
Ce
I

Kulturmedium enthaltend

~ Hypoxanthin, Aminopterin,

Thymidin

Thymidin-Kinase
Hypoxanthin-Guanin-Phos~-
phoribosyl-Transferase
Epstein-Barr-Virus
Abelson-Mduse-Leukimie-
Virus ,
Cytochalasin B Antibioti-
cum (ALDRICH BIOCHEMICALS
Milwaukee'USA)

- Dimethylsulfoxid

Dulbecco's Minimal

Essential Medium

Fetales Kdlberserum
polymerer Rohrzucker
(PHARMACIA)
Polydthylenglycol

phosphate buffered saline
Peroxidase

Ammoniumsalz von 2,2'-azino-
di(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)-

Earle's Balanced Salt Solution
Rosewell Park Memory Institut
(Medium)

~ Tris(hydroximethyl)aminomethan

periphere Blut-Lymphozyten
Mononucledre Zellen
(Lymphocyten, Monocyten)

. Humanes Thyreoidea-stimulie-

rendes Hormon
B-Kette des...
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CFA_‘

IFA

Methoce1‘1500
CMV
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Freudsches Adjuvans
komplettes Freudsches
Adjuvans

inkomplettes Freudsches
Adjuvans

Methylcellulose (FLUKA)
Cytoplasma=-Membran-Vesikel

FITC-Covaspheres Fluoreszeinisothiocyanat
: | in Kugelform
(COVALENT TECHNICALS
~Ann Arbor, Mich, USA)
EAZ Ehrlich-Aszites-Zellen
. (ATCC; ccL 77)
’ Beiégiel 1
A Herstellung von Karyoplasten und Cytoplasten aus

Maus~tyelomzellen der Linie P3X63 Ag 8.653 ATCC
No-CRL-1580 (analog der in Wigler, M, H, and

Weinstein, I, B,

A preparative Method for

obtaining enucleated mammalian cells. Biochenm,
Biophys., Res, Comm, 63, 669 - 674 (1975) be-
schriebenen Methode),

‘As1 HMaterial Cytochalasin B wurde in Dimethylsulfoxid
(DMSO)'gelést (2 mg/ml) und als Stammldsung bei

a4 % gelagert,

Ficoll-400 (Pharmacia; polymer Rohrzucker) wurde
in redestilliertem Wasser geldst (1 g/ml), auto-
klaviert und als 50%ige Stammlésung bei -20 ¢ ge-

lagert,



Einfach- und doppelkonzentriertes Dulbecco's
Minimum Essential Medium (DMEM) , Fetales Kilberse-

n.rum (FKS) , L-Glutamin (200 mmol/1l), Streptomycin-
"Penicillin von Boehringer Mannheim.

- Cellulose-Nitratrdhrchen wurden durch
‘UV-Bestrahlung sterilisiert.

Myelomzell-Linie Ag 8.653 ATCC CRL-1580: Die Linie
flst in Kearney, J.F. et al.: A new mouse myeloma

cell llne that hat lost immunoglobulin expression

:but permits the construction of antibodysecreting

hybrid cell lines. J. Immunol. 123, 1548-1550
(1979) beschrieben. Sie ist Azaguinin— resistent,

HAT-sensitiv und synthetisiert weder H- noch

L-Ig-Ketten. Sie wird in DMEM + 15 % FKS +

Glutamin + Penicillin-Streptomycin + Pyruvat (=
~ DMEM-~ Vollmedlum) bei 37 °C in 7 & CO,-Atmosphire
 ,gehalten.

Methoden Enukleierung: 8 x 107 Ag 8.653-Zellen

wurden 5 min bei 103 UpM zentrifugiert und in 12

ml einer 12,5 %$igen Ficoll-DMEM-CB- -DMSO-L&sung so

“lange resuspendiert, bis eine Zellklumpen-freie

Suspension hergestellt war. Je 3 ml der Zellsuspen-

‘sion wurden auf 4, 12 Stunden vorher prédparierte

Ficoll-Gradienten, geschichtet und mit 2 ml
Ficoll-freier DMEM-CB~-DMSO-L&sung {iberschichtet.,
Die RShrchen mit den Gradienten wurden in einer

»Ultrazentrlfuge 60 Minuten lang bei 25.000 UpM (31

°C) zentrifugiert.

Nach Beendigung der Zentrifugation wurden die
makroskopischen sichtbaren Fraktionen ("Banden")

mit Hilfe einer Injektionsspritze mit langer Kanii-

le von oben her getrennt gesammelt, in je 20 ml
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Kulturmedium (DMEM ohne Zusitze) verdlinnt, durch

- Zentrifugation sedimentiert und in frlschem DMEM .

resuspendlert

- Folgende 4 Fraktionen wurden erhalten:

a) Zell-Debris (an der Grenze zwischen 0 und 12,5%
Ficoll),

b) kernlose Cytoplasten im Bereich von 15 bls 16 ¢
Ficoll),

¢) Kerne ohne erkennbaren Plasmasaum und ca. 2 %
kernlose "Zellen" an der Grenze zwischen 17 und
25 % Ficoll, i

d) kernhaltlge, nach morphologischen Krlterlen in-
takte Zellen mit gut erkennbarem Plasmasaum und
wenige Kerne ohne Plasmasaum als Sediment auf
dem RShrchénboden.

Die Zellzihlung ergab, da8 von den 8 x 107 Ag
8.653-~ Zellen in b) 1,25 x 106 Cytoplasten, in c¢)

4 x 10° Karyoplasten und in d) 1,1 x 107 mutmaB1ich

intakte-Zellen enthalten waren.

Fusion von Maus-Milz-Zellen mit isolierten Myelom-
Karyoplasten, -Cytoplasten und -Sedimentzellen aus
Versuch A.

B.1 Material

Fusionsmittel: 20 g Polyethylenglycol_
(PEG-4000) wurden im Autoklaven geschmolzen,
auf 56 °C abgekiihlt und bei dieser Temperatur
mit 20 ml DMEM vermischt.



62 360 18
-B5 -

HAT-Selektionsmedlum"Zu DMEM~Vollmedium wurden

"  Amlnopterln (4 x 10 M), Thymidin (1 x 10~ M)
',_““d Hypbxanphin (3,1 x 107 =S M) gegeben,

B.2

KulturgefaBe' Tissue Culture Cluster 24 und

Cluster 96,

Methoden

4

_fFusionen: Die im Versuch A préparieften Fraktionen

'gb); c) und d) wurden in getrennten Ahsétzen_mit
Milzzellen im Verhéltnis 10 : 1 vermischt und
.durch Zentrifugierén_sedimentiert. Die Uberstehen~

- .de Flissigkeit wurde - sorgféltig entfernt, Zu dem

Sediment wurden 0,8 ml S0%ige PEG-Lésung (bei

37 %, gleichméBig Uber 1 Minute verteilt, unter

standigem, sanftem Schiitteln) und dann 5 ml DMEM

‘"(bel haumtemperatur, gleichméBig tber 5 Minuten)
' gegeben, Nach Zugabe von weiteren 20 ml DMEM wur-

den die Zellen sedimentlert, in frischem DMEM-Voll-
medium (5 ml) resuspendiert und auf je 10, mit
"feedercells" beschichtete 24er Costar-Tupfel Ge-

_webskulturgeféBe verteilt, Die Einzelkulturen wur-

den am Tag 1, 2, 3, 5, 7, 10, 13 mit DMEM-Vollme-
dium. “gefuttert“

‘Feeder-cells ((Bauchhohlen-Makrophagen) Am Tag

vor der Fusion wurden Inzuchtmiuse (Balb/c) durch
otreckung getdtet, Unter sterilen Bedingungen wur-

den 4 bis 5 ml PBS in die Bauchhdhle gespritzt
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und hach 1 Minute wieder abgesaugt. Die ausgespiil-

- ten Zellen wurden in DMEM gewaschen, in Vollmedium
‘auf eine Dichte von 2 x 10° Zellen pro ml suspen- ’
diert und in 0,5 ml-Portionen auf 24er Costar-Tﬁpfel
verteilt.

Milzzellen: Einer Balb/c~-Maus wurde unmittelbar

' vor Fusion unter aseptischen Bedingungen die Milz
- exstirpiert und deren Zellen in DMEM suspendiert.
zéllaggregate und Gewebsstiicke wurden mit Mullgaze
. abfiltriert. '

Elisa auf MausQImmunéglobulin: Mikrotiterplatten
wurden mit Maus-Ig-Antikérpern vom Schaf (IgG-Frak-
tion; 10 pg/ml 0,9 ¥ige NaCl- L&sung; 150 pl
"Antikérper-Lﬁsung pro Tipfel) beschichtet. Je 100

k1l Kulturiliberstand wurden in die beschichteten
'Tﬁéfel Pipettiert und eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Absaugen der Uberstdnde und

- zweimaligem Waschen wurden die Tiipfel mit 100 pl
anti—Maus—Ig-POD-Konjugat—Lésung (gleicher Antikdrper
wie oben; kovalent verbunden mit Meerrettich-Peroxi-
dase) beschickt und eine Stunde bei Raumtemperatur.
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden pro
Tipfel 100 ul Substrat- Lésung (ABTS) pipettiert

und die Farbentwicklung photometrisch bestimmt.

Ergebnisse

 Die gemiB A prdparierten Cytoplast-, Karyoplast-
und Sediment-Fraktionen wurden parallel mit Milz-
zellen einer Balb/c-Maus fusioniert und auf je 10

1-ml-Kulturen verteilt. Je 5 der Teilkulturen
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'wurden ohne (Platte I) und je 5 mit HAT-Zusatz
- (Platte II) gefiittert.

"Bis'zum Tag 21 nach Fusion (n.F.) war in keinem
‘der Tipfel Wachstum von lymphoiden Zellen makros-

'u“Akoplsch oder mikroskopisch nachweisbar, mit Aus-

A'nahme der Tlpfel 4A, 4B, 4C, 3C und 3D auf Platte-
I, die das Fusionat der Sedimentfraktion ohne
HAT-Medlum enthlelten. In diesen Tipfeln waren be-
reits 5 Tage nach Fusion (n.F.) Kolonien erkenn-
:bar -die 'sich rapide vergréBerten. Am Tag 8 n.F.

"kurde in diese Tupfel HAT-Medium gegeben inner-

'ihalb von 4 Tagen waren daraufhln alle 51chtbaren
.Kolonlen abgestorben. '

'-Abeag‘27un.F. wurden zunichst vereinzelt, dann in
nahezu allen Tipfeln Kolonien sichtbar, die -aus
'groBén,‘kugeligen, transparenten, nicht-adhirent-
-wachsenden Zellen bestanden. Am Tag 65 n.F. waren
mit Ausnahme von I-3B, II-1A, II-4A alle Tipfel
mit multiplen Kolonien von lymphoiden Zellen be-

- setzt. Die Priifung der Kulturiiberstinde auf Gehalt
~an MauSvIg an diesem Tag ergab, wie die Zusammen- _
stellung in Tabelle 1 zeigte, positive bis stark

- positive Werte im ELISA in allen Teilkulturen mit
Ausnahme der obengenannten Kolonie-freien Tiipfel:
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Tabelle 1

ELISA zum Nachweis von Maus-Immunglobulin in den
Kuitu:ﬁbersténden des Versuchs B (Tag 65 nach Fusion).

Tipfel-Kulturplatte I: ohne HAT .
~ (Ausnahmen: 4A, 4B, 4C, 3C, 3D: + HAT, Tag 8 bis 15)

‘A | 664 | 601 7067 632

B } 526 633
C |576 623
D |794

1

1 = Cytoplasten-Fusionat
2 = Karyoplasten-Fusionat
3 = Sedimentzellen-Fusionat



a)

b)

]
¥ i
)

Tipfel~Kulturplatte II:
mit HAT (Tag 1 bis 14)

2 008 [s68 | 5801 000

B 1267 §538 [ 539 547

1C 656 [530 1729 | 822

D [848 570 605
12 3
negativ-Ktr, 1 (DMEM-Vollmedium): ° 010

negativ-Ktr. 2 (DMEM, ohne FKS) : ° 040

positiv-Ktr. 1 (Mausserum 1x10_3): * 723

positiv-Ktr. 2 (Mausserum 1x10_2): >1500

- Die Fusion von Karyoplasten mit Maus-Milz-Zellen
flhrte zu in vitro vermehrbaren,

Immunglobulin—sezernierenden Zellen. Obwohl nur
ein kleiner Teil des Cytoplasmas des malignen
Partners in das Hybrid eingebracht wurde, kam es
ﬁicht zu der mdglichen Extinktion des Merkmals
"permanentes Wachstum".

Die mit Karyoplasten erzeugten Hybridzellen
~synthetisierten und sezernierten Maus-Immunglobu-
lin in "Hybridoma"-Quantitditen. Das Fehlen des

Cytoplasma-Antells der Ag. 8.653 beelntrachtlgte

L demnach die Produktions- und Sekretlonsfahlgkclt

der Karyoplast -Milzzell-Hybride nlcht
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’“c) Aus der Fusion von Cytoplasten mit Milzzellen gingen
ebenfalls Zellklone hervor, die in vitro proliferier-
ten und Antikdrper sezernierten, Eine befriedigende
Erkléruﬁg ist fur dieses besonders uberraschende
Phanomen z, Z, nicht zu geben,

- Qeisgiei 2

“Zellfragméntierung mittels Glycerin-Lyse und Fusion mit
humanen Blut-Lymphocyten

.r_ 2
iateflal

Earle's Balanced Salt Solution (EBSS), Kulturmedium

. APMI 1640;[Fetales Kélberserum (FKS), 8—Aza§uanin (8-Ag),
- Agar (Bacto-Agar 1614). Die humane Plasmacytom-Linie

HS SULTAN ATCC CRL-1484 wurde als kryopraserviertes
Zellmaterial nach ATCC-Vorschrift aufgetaut und in Kul-
~tur genommen,

Nach dem in Proc. Natl. Acad. Sci. USA 71, 2679 - 2683
(1974) beschriebenen Verfahren wurden 8 x 107 HS Sul-
tan-Zellen in 100 ml RPMI 1640-Vollmedium, das 20 /uM
E-Ag enthielt, 48 Stunden lang kultiviert, Die liberle-
benden. Zellen wurden in 10 ml RPMI 1640-Vollmedium ohne
8~Ag aufgenommen und iUber 10 Tage vermehrt, Die Zellen
wurden sodann auf Soft-Agar-Platten (COFFINO, P, et al:
Proc. Natl, Acad, Sci. USA 68, 219 - 223 (1971)), die
mit RPMI 1640-Vollmedium + 20 /uM 8-Ag hergestellt wor-
den waren, ausgesét (ca. 500 Zellen
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'pro Petrischale) und im CO.-Inkubator bebriitet, Nach 9
- Tagen wurden isoliert wachsende Kolonien steril von der
.Agaroberflache entnommen und in RPMI 1640-Vollmedium +
—Ag vermehrt. Ein Klon (als HS-SULTAN- -8Ag-R1 bezeichnet),
| der mit éiner Verdopplungszeit von ca. 20 Stunden
ewuchs, wurde fiir den folgenden Versuch verwendet. Die
- HS-R1-Zellen waren HAT-sen31t1v- Zellen, die in einer
‘Dichte von 1 bis 5 x 10° pro ml HAT- -Medium (RPMI
“‘1640 Vollmed;um mit 0,1 mM. Hypoxanthln, 400 nM Amlnopterln,
.31 uM Thymldln) kult1v1ert wurden, vermehrten sich
‘nicht und starben 1nnerhalb von 7 Tagen vollstindig ab.

Humane Lymphocyten (aus dem, perlpheren Blut: PBL): 300
‘_ ml Venenblut wurden steril in Heparin-L&sung (2 U/ml
Blut) gesammelt und die Fraktion der mononukledren
"Zellen (MNC Lymphocyten, Monocyten) mit Standard-Me-~
f thoden isoliert. 3 x 10% MNC wurden in 100 ml RPMI 1640
: X 10 % FKS suspendiert und zur Abtrennung der Monocyten
- 24 h in Kulturgefaﬁen bei 37 °C in 5 % C02—Atmosphare
inkubjert.

Methodeh

' Fraqmentierung von HS-Rl: Die Zellen wurden nach (Jett, '
!M; et al. Isolatlon and characterization of plasma
membranes and intact nuclel from lymphoid cells. J.
‘BlOl Chem. 252, 2134-2142 (1977)) mit Glycerin beladen

. und durch Inkubation in 10 mM Tris-HCl-Puffer lysiert.
.Die Kerne wurden durch Zentrifugation mit 200 g (10
Minuten, 4 °C) von den Membranvesikeln abgetrennt, die
ithrerseits durch Zentrifugation bei 5000 g (40 Minuten,

‘ 4 °C) sedimentiert wurden.
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Fusion: Ca. 1 x 108 729 HS-R1-Kerne wurden mit
Human-Lymphocyten in RPMI 1640 im Verhdltnis 1:1
suspendiert und, wie in Beispiel 1, B.2 beschrieben,
mittels PEG fusioniert. .

‘Das Sediment von Membfanvesikeln aus etwa 1 x 108

- HS-Rl-Zellen wurde mit einer Suspension von 1 x 107
Human- Lymphocyten {iberschichtet und mittels PEG
fusioniert.

In elnem Kontrollansatz wurden ca. 2 x 10 HS-Rl1-Kerne
‘in RPMI 1640- -Vollmedium (ohne HAT) aufgenommen und in 4
: 24er Costar—Tupfeln im C02-Inkubator in Kultur
genommen .

Alle Fusionate und die Kontroll-Kultur wurden auf Maus-
Bauchhohlen—Makrophagen wie in Beispiel 1 beschrieben,
~.als feeder- cells kultiviert.

Nachweis von Human-Ig in Kulturﬁbersténden:‘Mikrotiter—'
ELISA wie in Beispiel 1, B.2 beschrieben. Zur
Beschichtung wurde immunadsorptiv gereinigtes anti-
human-Ig vom Schaf verwandt. Die gleiche AK-Prédparation
wurde zur Herstellung des anti-human-Ig-POD-Konjugats
verwandt. Der Schaf-AK reagierte mit allen menschlichen
Ig~Klassen und zeigte keine Kreuzreaktivitit mit bovi-

nem oder murinem Ig.

Ergebnisse:

Fragmentierung durch Glycerin-Tris-HC1- -Lyse: Die
Behandlung zerlegte HS-Rl-Zellen in eine kernhaltlge
Praktlon, die bei 200 g sedimentierte und in e1ne



b

. kernlose Cytoplasma-Membran- -Vesikel-Fraktion, die bei
5000 g Sedlmentlerbar war. Unter dem Mikroskop waren in
,kelner der beiden Fraktionen intakte HS-Rl-Zellen

- erkennbar. Dle Kerne waren mit mehr oder weniger,
unregelmaﬁlg begrenzten Cytoplasma-Fetzen umgeben. Die
' Auszahlung ergab eine Kern-Ausbeute von 85 %. Die

‘ Ve51kel ~-Fraktion enthielt neben wenigem Debris massen-
’i haft 0,5 bis 2 um groBe Vesikel ohne erkennbare Kernbe-
spahdteile.

‘Die Kultur von 2 x 107 Kernen in RPMI—Vollmedlum (ohne
1HAT) filhrte in einem Beobachtungszeitraum von 12 Wochen
zu keinem Wachstum von HS-Rl-Zellen.

: Kultur der Fusionate: Die Kern-Lymphocyten— und Cyto-
plasma~Ves1kel-Lymphocyten—Fu51onate wurden auf 96 bzw.
10 24er Costar- -Tipfel verteilt und je zur Hilfte mit

'.Tund ohne HAT-Zusatz in RPMI-Vollmedium auf Maus-Makro-

-Phagen kultiviert. Ab der zweiten Woche nach Fusion
wurden Kolonien von lymphoiden Zellen sichtbar, die
"kontinuierlich an Gré&B8e zunahmen.

'roduktiohbvpn humanem Immunglobulin: Am Tag 21 nach
“Fusion wurden'Kulturﬁberéténde (am Tag 19 war ein
‘kompletter Medium-Wechsel vorgenommen worden) éuf
Gehalt an‘menschlichem'Immunglobulin gepriift. Die Er-
‘gebnisse_zeigen die Tabellen 2a und 2b.



Tabelle 2a

ELISA zum Nachweis von Human- Immunglobulln in Kultur-
Uberstédnden (Karyoplasten-Fu51on, 21 Tage nach Fusion).

I + HAT I - HAT

Lr2 13 (4 |5 |6 1L 12 13 J4a |5 Je
a (029147 [286 147 [228] 270 A|660|233(175) 270 410 322
B [171 086 |050(144 846‘121 B|103]264(229|253]271] 260
C 118156 |250[082]179]059 c|oas 343 3701128{150| 126
b [120 {1148[024 [096 |023 151 D 17i 173(141| 116 215699

 11 + AT | IT - HAT

11213456 1 12 3 [4 |5 |6
A |135 (290 107.279 530 674. a]381 {235 489514608217
B[116 500 [469)315315(627 B|34812391214|158]367| 163
c|120 050 |o68]155|226]145 C|1851275|235| 234|322 316
D[191 (078 [686]110]242] 561 D|219]202(292|283|220] 052




»Cytoplasten—Fusion, 21 Tage nach Fusion.

Tabelle 2b

1|2 [3 |4
['aTos2 [627 [or7
[ 5 [0e1 [326 |15
[ o7t [ao0 '32&  0889
év'ofé' 917 [494 [1016
te o1

1l = Kern-Kontroll-Kultur
2 = mit HAT

3 = ohne HAT

Setzt man die Extinktionswerte von 0 bis 99 als negativ

bis zweifelhaft, die Werte von 100 bis 200 als positiv,
die Werté‘>200 als stark positiv an,
flir die durch Kernfusion erzeugten Kulturen folgende

Verteilung:

dann ergibt sich



Kern-Lymphocyten-
Hybride, kultiviert

ELISA auf Human-Immunglobulin

negativ | positiv | stark positiv
n 11 18 19
jmit HAT .
(n = 48) (%) (23) (37) (40)
n 2 12 34
‘ohne HAT
(n = 48) (%) (4) (25) (71)

Die Ergebnisse lassen folgendes erkennen:

- Fusionate, die mit Lyse-Fraktionen hergestellt werden,

- kOnnen ohne HAT-Selektion kultiviert werden. Das Ver-

fahren ist sehr viel weniger arbeitsaufwendig als die
Cytochalasin—B-Extrusion und liefert fusionsfdhiges Ma-
terial in hohef Ausbeute. Eine klare Auftrennung in
"Kern-" und "Cytoplasma;Meﬁbran"—Fraktionen wird mit
keinem der beiden Verfahren erreicht. Sowohl die iiber-
'wiegend Kern-Material enthaltende wie die liberwiegend
Cytoplasma-Membran-Vesikel enthaltende Fraktion erzeugt
nach Fusion mit menschlichen Lymphocyten aus dem Blut
in vitro vermehrungsféhige, AK-produzierende Zell-Klone.
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fi_Déé'Paralle14Ansatz der Kern-Lymphocyten-Hybride mit und

A ohnéfHAT-Zusatz dokumentiert die negativen Auswirkungen
des Selektionsmediums: Mit HAT sind 23 % der Primérkul-

'.,theang;negatiy und nur 40'%'stark positiv; ohne HAT

sihd;ﬁﬁer 70 j stark positiv und nur 4 § Ig-negativ,

- Bgiégiel 3

.Fusion von Milzzellen einer immunisierten Maus mit nati=-
ven und fragmentierten Myelomzellen Ag 8,653

 Material

" vHumaneéxThyre¢idea-stimulierendes Hormon (hTSH) und des-

:SQn‘iSOIierte B-Kette (B~hTSH), Komplettes und Inkom-
plettes Freud'sches Adjuvans (CFA, IFA), Methocel 1500
Von Fluka und FITC-Covaspheres.

'Methpden'

Immunisierung: Balb/c-Mause wurden mit BhTSH (40 /Ug in
CFA, intraperitoneal) primér immunisiert (Tag 1) und am
Tag 196 mit hTSH (50 jug in IFA, i, p.), am Tag 266 mit
hTSH ohne Adjuvans i. p, sowie am Tag 294 mit hTSH intra=-
venids “geboostert”,

Milzzellen (cas 1 X 108) wurden von einer der immuni-
: siérten‘Méhse 3 Tage nach der letzten Booster-Immuni-
jsierung.:wie in Beispiel 1, B.2 beschrieben, gewonnen
und je zur Halfte far zwei Fusionen verwandt.



. Fusion 1: 5 x 107 Milzzellen und 1 x 107 Ag 8.653-Zel~
len wurden vermischt, wie in Beispiel 1, B.2 beschrie-
ben, fusioniert und in 48 24er Tipfel mit Maus-Makro—

.phagen-Zellen in HAT- -haltigem DMEM-Vollmedium kultl—

‘ v1ert

Fusion 2: 1 x 107 Ag 8.653-Zellen wurden wie in Bei-

spiel 2 beschrieben, durch schrittweise Behandlung mit
. Glycerin und 10 mM Tris-HCl—Puffer lysiert. Die
Cytoplasmé-Membran-Vesikel-(CMV—)Fraktion wurde pelle-
tiert (5.000 g, 40 Minuten, 4 °C). Die Kern- -Fraktion
wurde mit 7 x 107 Milzzellen vermischt, durch Zentrifu-
gation auf das CMV-Sediment geschichtet und mittels PEG
nach dem Standardverfahren, wie in Beispiel 1, B.2 be-
schrieben, fusioniert. Das Fusionat wurde im DMEM-Voll-.
B medlum auf 24 24er Costar—Tupfeln mit Makrophagen
ertellt und ohne HAT ~Zusdtze kultiviert.

Antigenspezifische Mérkierungen von Hybridzellen und
Klonierung: (FITC-) Covaspheres wurden nach der
allgemeinen Vorschrift des Herstellers mit hTSH
kovalent beschichtet (TSH-CS) und in 5 o/oo
‘Natriumazid—Lﬁsung gelégert. Nach dem in PARKS, D.R. et.
al: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 1982-1966 (1979)
beschriebenen Verfahren wurden die Zellen mit den be-
" schichteten Covaspheres markiert und mit Hilfe eines
Cytofluorographen groBe, Fluoreszenz- -positive Zellen
einzeln in Tlipfel und 96er Costar- -Platten "abgelegt",
Die Tiipfel waren 24 Stunden zuvor mit Maus-Makrophagen
in DMEM-Vollmedium beschicht worden.

ELISA flir TSH-spezifische Antik&rper: Beschichtung,
Inkubation der Kulturiliberstinde, Substrat-Reaktion und
Ablesung wie in Beispiel'l, B.2, beschrieben. Anstelle
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b'v0n anti-Maus-Ig-POD wurde TSH- -POD-Konjugat verwendet
~ Als p051t1ve Kontrolle wurde Serum einer hTSH- -hyper-
'1mmunlsierten Maus, 10-3 verdunnt, eingesetzt; als
Negatlv—Kontrolle diente ein Klon, welcher Antikﬁrpér

~gegen ein nichtverwandtes Antigen blldete {Maus-anti-
“D1q0x1n)

,5Ergébhiése

~ Sowohl in‘den‘Kultu;en aus.Fusion 1 (mit intakten Ag
8.653-Zellen) als auch denen aus Fusion 2 (mit Ag
8. 653~Lyse-Fragmenten) waren am Tag 14 in allen Tupfeln
‘ Kolon1en von groBen, lymph01den Zellen erkennbar. Der
‘mit Kulturuberstanden vom Tag 14 durchgefiihrte ELISA
zum Nachwels von TSH—spezxflschen Antikdrpern ergab die
T in Tabelle 3 zusammengefaBten Werte: In allen Teilkul-
‘turen wurde anti-TSH nachgewiesen.

Tabelle 3

a) . 5)

2351236 {212{149{119|212

271(268]1267|286(194]291

1091221111911041176 {068 288278{362 (317280305

|116 (108|135 (139093 |135

20712921252(226{2921{271

TiQ (Wl .
OijiaQjwm|w

171|128 120|228 137 |145

2951376370338 {310{333

.Vegatlv Kontrolle (PMEM~ Vollmedlum) : 000
»POSlth Kontrolle (Anti-TSH-Mausserum) : 362

ELISA.zum Naqhwels von Anti-TSH in Kulturliberstdnden am Tag
14 nach Fusion. a) Fusion 1 (intakte AgB.653), b) Fusion 2

(Aq653—Fraqﬂente)



Am Tag 15 wurden die nicht- adharenten Zellen aus den

- Einzel-Tipfeln von Fusion 1 und 2 herausgespult und in
‘ getrennten Ansdatzen TSH-Antigen- spezifisch markiert
(Grundlage. Hybridoma tragen in der Regel wie B-Lympho-
cyten einen Teil der von ihnen synthetisierten Antikér-
fpermolekule in der Zellmembran verankert, mit "nach
auBen" gerichteten Antigen- Bindungsstellen) und mit
Hilfe des Zellsorters kloniert.

Beispiel 4

‘Fusion von Humanen PBL mit intakten und mit fragmen-
tlerten Ag B.653~ Zellen.

Material

Inaktiviertes Hepatitis-B- -Surface-Antigen (HB sif
Blotest) wurde durch Immunadsorption von Serumproteinen
gereinigt. ELISA zum Nachweis von humanen

HB ~Antik6rpern: Mikrotiter-Platten wurden mit
gerelnlgtem HB si (20 ug/ml 0,9%ige NaCl- -L8sung)
b@schlchtet Inkubation der Kulturiliberstinde, Konjugat~--
und Substrat-Reaktion sowie Ablesung wie im Beispiel
1.B.2 beschrieben. Anstelle von Anti-Maus-Ig-POD wurde

(Schaf—)Anti-Human—Ig-POD verwendet.

Durchfiihrung

HPBL von einem Spender mit hohem anti-HBs-Titer wurden
‘aus 200 ml Venenblut durch Ficoll-Gradienten-Zentrifu-
gation isoliert. Zur Anreicherung der B-Lymphocyten
wurden die T-Zellen mit Schaferythrocyten (nach Standard-

verfahren) rosettiert und mittels einer zweiten Ficoll-
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Gradienten—?entrifugation abgetrennt. Die Fraktion der
nicht-rosettierenden Zellen (HPBL(B)) wurden in einer

~ Dichte von 5 x 107 Zellen in RPMI 1640 + 10 % autologem
- Plasma (30 min/56 °C- -hitzeinaktiviert) mit ca. 10 TR

HBsi 1m Co, -Inkubator kultiviert (Mediumwechsel alle 12
Stunden)

~ Fusion 13 1 X 107 der vorbehandelten HPBL(B) wurden
-mlt 1 ox 10 Ag 8. 653 vermischt und, wie in Beispiel 1,
B. 2 beschrleben, mittels PEG fusioniert. Das Fusionat
wurde in RPMI 1640 + 10 % Humanplasma + HAT in 4 24er
Costar—Tupfeln ku1t1v1ert

Fusion 2: 1,1 x 108 Ag 8.653-Zellen wurden mittels

»Glycerin—Lysé fragmentiert. 1 x 107 Ag 8.653-Kerne

wurden mit 1 x 107 HPBL(B) vermischt und auf das. Sedi-
mentwvdh Membran-Cytoplasma-Vesikeln (aus 1 x 108 Ag
8.653~Zellen) geschichtet. Nach Fusion mit PEG wurde
das Fusionat in 4 24er Costar-Tiipfeln in RPMI 1640 + 10

Q0

% Humanplasma (ohne HAT-Zusatz) kultiviert.

Ergébnisse .

In allen Tiipfeln von Fusion 1 und 2 trat ab Tag 3 star-
kes Wachstum von sehr groBen, adhdrenten Zellen auf. Am
Tag 5 wurde die Hauptmasse der nicht-adhirenten Zellen
vorsichtig suspendiert und auf zwei neue 24er Costar-
Tipfel verteilt (z. B. Al - Bl und Cl). Am Tag 28 in
Fusion 1: kleine Kolonien in A2 und A3, in den restli-
chen Tipfeln nur adhdrente Zellen; in Fusion 2: massi-
ves Wachstum multipler Kolonien in allen Tlipfeln mit
Ausnahme von C3. Der mit Kulturliberstinden vom Tag 35
durchgéfﬁhrte ELISA zum Nachweis von humanen Immunglobu-
linen mit Spezifitit gegen Hepatitis-B-Antigen ergab



das-in Tabelle 4 zusammengefaBte Ergebnis: die Fusion 1
~(intakte Ag 8.653-Zellen, Kultur in HAT-Medium)
‘lieferte keine positive Kultur; dagegen waren 5 von 12
Kulturen der Fusion 2 (Ag 8.653~Fragmente, Kultur in
Normal-Medium) eindeutig Anti-HBs—positiv.

Tabelle 4
a) b)
1 |2 |3 |a 1 |2 |3 |4
A [000 jooo {000 [o00 afo10 [ooo [189 |553
B [000 {001 [o011 |ooo B[000 | 003 | 198 {032
c {005 {000 |000 |o04 c {000 [ 173 {000 |107

" Negativ-Kontrolle (Anti—HBs-neg. Humanserum): 000
Positiv-Kontrolle (Anti-HBs-pos. Humanserum) : 185

ELISA zum Nachweis von Human—Anti-HBS in Kulturiliberstédn-
den am Tag 35 nach Fusion. a) Fusion®1 (intakte Ag 8.653),
b) Fusion 2 (Ag 8.653-Fragmente).



Beispiel 5

'Fuslon von HPBL mit Fragmenten aus der humanen Plasma-
',cytom -Linie HS SULTAN

Material_

HS Sultan wurde von der American Type Culture Collec-
tion (ATCC) unter dem Code CRL-1484 als kyroprédservier-
~tes Zellmaterlal bezogen und nach ATCC-Vorschrift auf-

getaut und in Kultur genommen.

Durchfiihrung

HPBL wurden wie in Beispiel 4 beschrieben vom glelchen
Spender aufgearbeltet und in vitro mit HBsi
geboostert"

Fusion: 4 x 107 HS SULTAN-Zellen wurden mittels
Glycerin—Lyse fragmentiert. Die
Membran-Cytoplasma-Vesikelfraktion wurde bei 5500 g (40
Minuten) sedimentiert und ein Gemisch von ca. 4 x 10’
HS-SULTAN-Kernen und 4 x 10/ HPBL(B) daraufgeschichtet.-
PEG-Fusion erfolgte nach Beispiel 4. Aussaat des

, Fusionats auf 12 24er Costar-

Tidpfel in RPMI 1640 + 20 % FKS + Pyruvat + Insulin
(Novo 2 U/ml) + 1 % nicht-essentielle Aminosduren (BM)
+ 1 % Methocel 1500 ohne HAT-Zusatz.

Ergebnisse

Tag 14 nach Fusion: Wachstum von groBen, nichtadhdren-
ten, lymphoiden Zellkolonien.
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Beispiel 6
Immertalisierung von menschlichen T-Lymphozyten
6.1 Material und Methoden

T—LymphOZyten wurden mittels Standardverfahren
(RoSettierung mit Schaferythrozyten, Ficoll-
Gradientenzentrifugation) aus der Lymphozyten-
 Gesamtfraktion isoliert und sofort oder nach
>>3tégiger Kultur behandelt. Ehrlich-Aszites-Zellen
(ATCC; CCL 77) wurden in DMEM mit 10 $ Pferdeserum
‘kult1v1ert und dlenten als Spender der transfor-
: mlerenden Fragmente. Die Fragmentierung der EAZ
wurde nach Jett et al. (J. Biol. Chem. 252, ‘
"2134-2142 (1977)) mittels Glycerin-Lyse ausgefiihrt.
- Die iiberwiegend Kernmaterial enthaltende Fraktion
- wurde durch Zentrifugation abgetrennt und verwor-
fen. Die Mitochondrien-reiche cytoplasmatische
Membran-vVesikelfraktion (CMV) wurde zur Transfor-
mierung verwandt. 5 x 10 T-Lymphozyten wurden mit
einem UberschuB an PHA-Lektin (Difco) beladen, mit
der CMV-Fraktion aus EAZ vermischt und 20 Minuten .
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Mischung wurde o
durch Zentrlfugatlon sedimentiert, der fliissige
Uberstand restlos entfernt und durch 1 ml einer
50%igen PEG-L8sung ersetzt. Nach lminlitiger Ein-
wirkungszeit wurde die PEG-L&sung durch Zugabe von
RPMI-1640-Kulturmedium ausverdiinnt und durch
Zentrifugation von den Zellen abgetrennt. Die
Zellen wurden in RPMI-Medium mit 20 % foetalem
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"Kélberserum (FKS, BM) aufgenommen, aus 12 1-ml-Kul-

turtipfel verteilt und bei 37 °C in S5%iger C02-
Atmosphére kultiviert, Die Charakterisierung der
Zellen anhand von Oberflichenmerkmalen erfolgte
nach Standardverfahren mittels Schafserythrozyten
(E)=- Rosettlerung (KAPLAN Me E. et al.; J, Immunol,

Methods 5, 131 (1974)) und mittels Immunfluoreszenz

~unter Verwendung der beiden T-Zell-spezifischen
- Antikorper OKT-3 (Ortho; REINHERZ, E, L, et al,; J,

Immunol. 123, 1312 (1979)) bzw, MAK 4 - 11 (RIEBER,

P, et al,; Hybridoma 1, 59 (1981)) und fluoreszenz-

markiertem Anti-Human-Immunglobulin (Ig) zum Nach-
wels von B-Zell-typischem Membran-Ig,

Ergebnisse
Innerhalb der ersten 14 Tage starb ein GroRteil cr

Zellen in den Kulturen ab, Ab Tag 21 wurden im Zcll-
debris Kolonien von kleinen bis mittelgroBen Zellen

‘sichtbar, die sich kontinuierlich vermehrten., Wachs-
tum von Kolonien wurden in agllen 12 Tapfeln gefun-
" den, und zwar bis zu 50 Kolonien pro Tipfel, Am Tag

30 wurden die Kolonien in groBere KulturgefaBe lber-
fuhrt und weiter vermehrt., Die Zellen wurden anhand
ihrer Oberflachen-Marker analysiert und folgende Er-

gebnisse erhalten:

a) E-Rosetten-positivs > 95 9%
- b) OKT-3-positiv: 290 %
€) 4-1l-positiv: »90 %

d) Ig -positiv: : < 5%



6,3 Beurteilung

Fragmente, die aus EAZ (permanente Mauszell-Linie)
‘durch Glycerin-Lyse géwonnen werden kdénnen, erzeu-
 gen'nach PEG-Fusion mit isolierten T-Lymphozyten
permanent in Kultur wachsende Zellen, die aufgrund
., ihrer Oberfldchenmerkmale eindeutig als T-Lympho-
zyten identifizierbar sind.

Beispiel 7
Immortalisierung von menschlichen Endothelzellen
7.1 Material und Methoden

- Alle KulturgefdBe wurden vor Einsaat von Zellen
 mit Gelatine beséhichtet. Das Kulturmedium bestand
aus einer 1:1-Mischung von RPMI-1640 und Medium
- 199 (BM) mit 20 % FKS. Menschliche Endothelzellen

‘:wurden nach Jaffe et al. (J. Clin. Invest. 52,
2745-2756 (1973)) mittels Collagenase-L&sung
(Gibco) aus den Venen von frischen Nabelschniiren
gewonnen und vor der Transformierung durch Anlage
einer Primdrkultur liber ca. 14 Tage vermehrt. Fiir
die Transformierung wurden die adhirent wachsenden
Endothelzellen mittels Trypsin-EDTA-LSsung (BM)

- abgeldst und in Suspension, wie unter 6.1 beschrie-
- ben, mit der CMV-Fraktion aus EAZ fusionieft. Die

so behandelten Zellen wurden in einer Zelldichte
von 5 x 105 pro 75 cm?2-KulturgefdB ausgesdt und im
COZ-Inkubator kultiviert. Zur Kontrolle wurden je-
wells ein Aliquot der Endothelzellen aus den
Primdrkulturen ohne CMV-Fraktion mit PEG-LOsung
behandelt (Scheinfusion) und rekultiviert. Sobald
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die Zellen auf dem Boden des KulturgefdBes einen
liickenlosen Zellrasen ausgebildet hatten, wurden
sie mittels Trypsin-EDTA-LSsung abgelSst und im

'; Verhdltnis 1:3 auf frische KulturgefiBe libertragen
(= Passage).

Ergebnisse |

Die mit CMV-Fraktion fusionierten Endothelzellen

‘hafteten nach Einsaat mit einer Effizienz von 20

bis 30 % an und wuchsen innerhalb von zwei bis

: drel Tagen Zu einem konfluenten Zellrasen aus. Die.
”»scheln fusionierten Zellen hafteten mit etwa der

glelchen Effizienz an, vermehrten sich aber kaum

.und starben - ohne elnen konfluenten Zellrasen
“auszubilden - innerhalb von ca. 21 Tagen vollstin-
‘dig ab. Gdnzlich unbehandelte Endothelzellen ver-

mehrten 51ch bis maximal in die 3. Passage,

stellten dann das Wachstum ein, ldsten sich unter

~ Abkugelung vom Boden des Kulturgefédfes und lysier-

ten, In 8 verschiedenen Ansdtzen mit Endothelzel-
len aus insgesamt 18 verschiedenen Nabelschniiren

“wuchsen die CMV-behandelten Zellen problemlos iiber.

die 10. Passage'hinaus. Die transformierten
Endothelzellen konnten ohne Verlust an Lebens- und
Teilungsfdhigkeit in flissigen Stickstoff ein- und

ausgelagert werden.

Beurteilung

Humane Umbilical-Endothelzellen konnten ohne
t:ahsformierende Manipulation gem&B Erfindung
nicht iliber die 3. Passage kultiviert werden, womit
die 1n der Literatur mitgeteilten Erfahrungen (z.

‘B, Grimbrone, M.A., in Progress in Haemostasis and



)

Thrombosis, Vol. 3; Maciag, T. et al., J. Cell

, Biol._91, 420-426 (1981)) bestdtigt wurden. Durch
- Fusion mit der Mitochondrien-reichen CMV-Fraktion

aus Ehrlich-Aszites-Zellen wurden die Kultureigen-

’1'schaften der Endothelzellen so verdndert, daf sie

-problemlos i{iber die kritische 3. Passage hinaus
- vermehrbar waren (und sich derzeit in der 23. Pas—

sage befinden, ohne "Ermiidungserscheinungen" zu
zeigen).

B.e i s'p iel 8

8.1

Immortalisierung'von menschlichen Melanomzellen

Material und Methoden

’_Melanomzell-haltiges Gewebe wurde durch chirur-
‘giSChe Exzidierung einer Hiift-Lymphknoten-Meta-
- stase gewonnen, unter sterilen Bedingungen in

kleine Wiirfel zerschnitten und bis zur Fusion in

- fllissigen Stickstoff eingelagert, CMV-Fraktionen

aus EAZ wurden, wie unter 6.1 beschrieben, herge- ..
stellt.

Vor der Fusion wurde das Melanomzell-haltige Mate-
rial aufgetaut und mittels Trypsin-Behandlung

einer Einzelzell—Suspension hergestellt. Die Frak-
tion der groBen, braun-rot pigmentierten Melanom-
zellen wurden durch Ficoll- -Gradienten~Zentrifuga-
tion von den Beglelt Lymphozyten befreit und, wie
unter 6.1 beschrieben, mit CMV-Fraktion unter

~PEG-EinfluB fusioniert (ca. 4 x 105 Melanomzellen

mit CMV aus ca. 1 x 106 EAZ). Zur Fusionskontrolle



8.3

dienten 4 x 105 Melanomzellen, die ohne CMV mit
PEG behandelt wurden. Die Zellen wurden nach der
Fusion in einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro
Tipfel in RPMI 1640 + 20 % FKS ausgesit und bei
37°C in 5%iger COZ-Atmosphére'kultiviert.

Ergebnisse

in allen 4 Teilkulturen der mit CMV fusionierten
Melanomzellen wuchsen ab Tag 28 Kolonien von
typisch pigmentierten Zellen in Form von semi-
adhdrenten Zellhaufen, dié sich kontinuierlich

»Vergréﬁerten. In der Kontroll-Kultur der schein-

fusionierten Zellen kam es zu keiner Zellvermeh-

rung, vielmehr zeigten die Zellen ab Tag 8 eine

' zunehmende Granulierung, und am Tag 22 waren nur

- noch Zelltrlimmer in der Kultur vorhanden.

Beurteilunq'b

Humane Melanomzellen aus kryoprédserviertem Meta-

“stasengewebe konnten durch CMV-Fusion zu in vitro

- Kultur- und vermehrungsféhigeh Zellen transfor-

miert werden. Scheinfusionierte Melanomzellen
gleicher Herkunft starbeh dagegen bei sonst
identischen Kulturbedingungen'ab.

Beispiel 9

Einfﬁhrung eines'éukaryontischen DNA-Vektors in immor-

taiisierte menschliche Endothel-Zellen

9.1

Nachweis von tranéfiziertem Material in den Zellen
durch Abklatschen (Southern blotting) von Hirt-Uber-
stidnden,
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Material

Plasmid Z-pBR 322/RchrBG-A 425 B (Dierks,
P. et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA

- 78, 1411- 1415 (1981)) enthdlt ein

2.070 Basenpaare (Bp) Kaninchen- B-globln—

» Genfragment.

Das Cla=Pvu I- Fragment von pBR 322 wurde
durch ein 3, 039 Bp Hpa I- Bam H 1- Fragment
ersetzt, welches die gesamte Region der

frihen Gene und den Anfang der Region

der spdten Gene von SV 40 enthilt _
(Tooze, J. (1980), in "DNA Tumor Viruses",

J. Tooze, ed., 2nd edition, Cold'Spring

Harbor Laboratory und B. Wiérinqa’et_

el., Cetus-UCLA Symposium on Gene

regulation 1982). Dieses Plasmid wird im
folgenden als pBR 322 RBG SV 40 bezeichnét;

Methoden

Menschliche Endothelzellen wurden, wie
im Beispiel 7 beschrieben, 1mmortallslert
und wachsen gelassen. Je 10 Zellen
wurden mit 6 pg pBR 322 RBG SV 40 und
mit 4 pg mit Ultraschall behandelter
Kalbsthymus DNA transfiziert unter An-
wendung der Kalzium?hosphatféllungsme—
thode (Graham, F.L. et al., Virology 52,
456-467 (1973) und Wigler, M. et al.,
Cell 14, 725-731 (1978)). 10 Stunden und
40 Stunden nach der Transfektion wurden
Hirt-Uberstinde hergeétellt (Hirt, B.,
J. Mol. Biol. 26, 365-369 (1967)).
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Die Hirt-Uberstinde wurden auf einem
1%igen Agafosegel getrennt und nach der
Methode von Southern (Southern, E.M., J.
Mol. Biol. 98, 503-517 (1975)) auf

~Nitrocellulosepapier bertragen. Plasmid

PBR 322 RBG SV 40 wurde mit 32P unter
Anvendung der Nick-Translationsmethode
von Rigby, P.W, et al., J. Mol. Biol.

b_llg, 237-251 (1977) markiert und mit der

libertragenen DNA auf den Nitrocellulose-
filtern hybridisiert wie beschrieben bei
Maniatis, T. et al., Molecular Cloning,
Cold Spring Harbor Laboratory (1982).
Der Filter wurde auf Rontgenfilm bei
=70°C belichtet.

Ergebnisse

Menschliche Endothelzellen, die mit

Plasmid pBR 322 RBG SV 40 transfiziert
wurden, ergeben ein starkes Hybridisie-
rungssignal, welches dem authentischen
Plasmid entspricht hinsichtlich seiner

- Mobilitdt auf Agarosegel. Ein Vergleich

der Signale der Hirt-Uberstinde der
Zellen 40 Stunden nach der Transfektion
mit denen der Zellen 10 Stunden nach der
Transfektion ergab eine vier- bis
finffache Steigerung der Intensitit des
Hybridisierungssignals.

Eine Hybridisierung an DNA-Spezies, die
kleiner sind als das eingebrachte Plas-

mid wurde ebenfalls beobachtet. Diese
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Signale waren in nicht transfizierten
immortalisierten menschlichen Endothel-
zellen nicht feststellbar..

Die gleiche Inten51tatsverte11ung der

‘Hybrldlslerung551gnale wurde beobachtet

wenn HeLa-Zellen mit Plasmid pBR 322 RBG
SV 40 transflzlert wurden.,

Beurteilung

Die Tatsache, daB in den Hirt-Uberstin-

~den menschlicher immortalisierter
- Epithelzellen, die mit Plasmid pBR 322

RBG SV 40 transfiziert worden waren, B

“eine DNA-Hybridisierung an 32P-markle_r—

tem eingebrachtem Plasmid festgestellt

‘wurde, jedoch nicht bei nichttransfizier-

ten Zellen, ist ein Beweis dafiir, daB

der Vektor in die eukaryontische zell-
linie‘eingefﬁhrt wurde. Die Beobachtung,
daB das Hybridisierungssignal bei trans-
fizierten Zellen 40 Stunden nach der

Transfektion vier- bis fiinffach stirkere

Intensitdt aufwies als bei Zellen 10
Stunden nach der Transfektion, l&B8t die
SchluBfolgerung zu, daB das transfizier-
te Plasmid in den Zellen repliziert
wurde.

‘Nachweis von Kaninchen-8-globin spezifischen
Transcripten in immortalisierten menschlichen
Endothelzellen, die mit Plasmid pBR 322 R8G SV 40
transfiziert wurden.
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Material

Als Nuklease S,4 T, Polynukleotidkinase und

Kélberdarmphosphatase wurden die handelsibli~-
chen Préaparate verwendet,

Methoden

Immortalisierte menschliche Epithelzellen
wurden, wie in 9,1,2, beschrieben, vermehrt
und mit dem das Kaninchen-B—globin-Gen ent-
haltenden Vektor transfiziert, 48 Stunden
nach der Transfektion wurden 1 bis 2 x 106
Zellen lysiert und die RNA nach der LiCl-
Harnstoff-Methode (Auffray, C, et al., Eur.
J. Biochenm, 107, 303 - 314 (1980)) extra-

’hiert.,

- Herstellung einer Kaninchen-B-globin spezi-

fischen Hybridisierungssonde,

Plasmid pBR 322 RBG SV 40 wurde mit Hae IIT
abgebaut und das sich von +135 bis -75 er-
streckende Fragment (Dierks, P, et al.,
Proc. Natl., Acad, Sci, USA 78, 1411 - 1415
(1981)) und Van Oyen, A, et al,, Science

206, 337 - 344 (19 ) wurde auf einem

2kigen Agarosegel isoliert und durch DEAE=-
Cellulose-Chromatographie weiter gereinigt
(Miller, W, et al,, J, Mol, Biol, 124,

343 - 358 (1978)), Das Fragment wurde mit
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Kélberdarmphosphatase und 2P-dephosphorlllert
und mit Y- 32p_aATP und T, Polynukleotidkinase
. markiert wie beschrieben in(Mantel. No et al,,
Gene 10, 1 - 8 (1980)),

Nuklease 81 Kartierung

Das mit der Kinase behandelte Fragment wurde zu-
sammen mit 10 ,ug E, coli t=RNA durch Athanol
gefallt und in 100 /ul 0,4 M/1 NaCl, 1 mM/1
EDTA, 40 mM/1 Pipes-Puffer, pH 6,4 und 80 ¥
Formamid gelést (Mantei, N, et al,, Nature 281,
40 - 46 (1979), Die cellulare RNA (= 25 /ug)
wurde vakuumgetrpcknet, in 10 /ul Sonde (0,01
piol, 30.000 cpm) in Puffer, wie oben beschrie-
ben gelést, denaturiert, in Glaskapillare einge-
schmolzen und 16 Stunden bei 48 °C hybridisiert,
In einem Kontrollversuch wurde die Sonde mit
Kaninchen-B-globin m-RNA (Miles) hybridisiert,
Die Probe wurde mit 100 /ul 0,2 M/1 NaCl, 50 mM/1
Natriumacetatpuffer pH 4,5, 1 mM/1 énSO und

0,5 % Glycerin verdiunnt und mit 50 &inhelten
Wuklease 61 60 Minuten bei 30 °C inkubiert (Wea-
ver, R, et al,, Nucl, Acid Res, 7, 1175 - 1193
(1979)).

Uie Proben wurden mit Phenol behandelt, zusam-
men mit 10 /Y8 Ee coli t-RNA durch Athanol ge=-
falle, mit 80%1gem ~thanol gewaschen (20 Minu-
ten bei ~70 C), vakuumgetrocknet, in 5 / ul
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réarbeldsung geldst (0,05 % Bromphenolblau,
0,05 § Xylolxyanol, 1 mM/1 EDTA, 90 ¥ V/V

Formamid) , 2 Minuten in einem siedenden Was-
serbad erhitzt und der Elektrophorese auf

5 % Polyacrylamidgel (89 mM/1 Trisbase,

89 mi/1 Borsdure, 1 mM/1 EDTA und 7 M/1
Harnstoff) unterworfen. Das Gel wurde mit
Rontgenfilm und einem Verstarkerschirm bei

-70 % autoradidgraphiert.

Ergebnisse

‘Die GroBe der geschitzten Fragmente konnte
“durch Vergleich mit GroBenmarkern (32P—mar~

kiertes pBR 322 x Hinf. 1 und pBR 322 x Hae
III) beurteilt werden. Nicht transfizierte
Zellen érgaben keinerlei globinspezifische
Hybridiéierungssignale (ausgenommen renatu-
rierte Hybridisierungssonde = 210 B8p)., Aus
den transfizierten immortalisierten mensche
lichen Epithelzellen extrahierte RNA schitzte
zwei Fragmente, deren GroRe mit 80 bis 90 Bp
bestimmt wurde., Derartige Transkripte wurden
auch durch Grosveld et al,, Nature 295, 120 -
126 (1982) und ieidle, U, et al,, Nature
(1981) gefunden und werden dem Vorhandensein
einer internen cryptischen SpleiBistelle auf
dem Kaninchen-B~globin=Gen zugeschrieben,
Transcripte, die von der cap-Stelle des Ka-
ninchen-B-globin-Gens stammen, konnten nicht
festgestellt werden, In einem Ver-
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gleichsversuch wurden HelLia-Zellen mit
Plasmid pBR 322 RBG SV 40 transfiziert,
Korrekt iniziierte Transcripte (135 Bp
geschiitzt) sowie Transcripte, die auf
das Vorhandensein einer internen crypti-
schen PleiBstelle zurlickgefiihrt werden
(Grosveld, G. et al., Nature 295, ,
120-126 (1982) und Weidle, U. et al.,
Nature (1983) wurden durch Sl—Kartierung
festgestellt.

Beurteilung

'Die Tatsache, daB Kaninchen-B-globin

spezifische Transcripte in immortalisier-
ten menschlichen Epithelzellen feststellbar
sind, welche mit einem von- SV 40 stammenden
eukaryotischen Vektor, der das Kaninchen-8-
globin-Gen enthélt,‘transfiziert wurden,
zeigt, daB sich diese Zellinie als
Wirtsystem fiir die Expression von wieder
eingefiihrten geklonten Genen eignet.
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Erfindungsanspruch

1.

2

3.

4,

S,

ry

Verfahren zur Gewinnung von permanent ziichtbaren tieri-
schen und humanen Zellinien durch Fusion von normalen
tierischen und humanen Zellen mit biologischen Komponen-
ten, welche eine Zichtungsfshigkeit in vitro bewirken,
gekennzeichnet dadurch, daB man normale tierische und
humane Zellen mit allein nicht vermehrungsfshigen Zell-
fragmenten transformierter Zellen fusioniert und in
einem Kulturmedium ohne Selektionssubstanzen ziichtet,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB die

Fusion in Gegenwart von Polyithylenglykol oder Sendai-
Virus erfolgt,

Verfahren nach Punkt 1 oder.z, gekennzeichnet dadurch,
daB man durch Behandlung mit Cytochalasin B erhaltene

karyoplasten oder Cytoplasten von transformierten Zel=-
len verwendet,

Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
daB man durch Lyse oder mechanischen Aufschluf von
transformierten Zellen erhaltene Zellfragmente, insbe-
sondere Kernfraktionen oder Cytoplasma-Fraktionen, ver=-
wendet,

Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,

daB man zur Fusion eine mitochondrienreiche Cytoplasma-
Fraktion verwendet,

Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, ge-
kennzeichnet dadurch, daB man als transformierte Zel-
len iyelomzellen, mit Eppstein-Barr-Virus infizierte
Zellen oder Aszites-Tumorzellen verwendet,
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