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(57) Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und einen Kit zur Klonierung von Zellen, insbesondere von
Hybridomzellen. Die Aufgabe, aus einem Zellgemisch die produzierenden Zellen zu erkennen und zu isolieren, wurde
dadurch geldst, daB in einem halbfesten Zellkulturmedium (Methylzellulose; Softager) die Zellen gemeinsam kultiviert
wurden mit Latexpartikeln, an die das gesuchte Zellprodukt bindet, und es dort durch eine spezifische Anféarbung
{fluoreszenzgekoppulter Antikdrper oder Antigen) sichtbar gemacht wird. An der Hiille aus fluoreszierenden
Latexpartikeln wird der produzierende Zellkion erkannt und kann isoliert werden. Das Anwendungsgebiet der
Erfindung ist die Biotechnologie.
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Verfahren zur Klonierung von Zellen, dadurch gekennzelchnet, daR Zellen einer Ausgangszellinie
zusammen mit Latexpartikeln kultiviert werden, wobel die Latexpartikel derart beschichtet sind,
daR ein spezifisches Produkt X, das von einigen Zellen erzeugt wird, an den Latex bindet, dort
durch Anfarbung sichtbar gemacht wird und die produzierenden Zellen erkannt, isoliert und weiter
kultiviert werden,

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daf die Zellen der Ausgangszellinie i in "
einem halbfesten Kulturmedium, wie in einem Medium mit Methylzellulose, vorzugsweise 1 bis
3Vol.-%, kultiviert werden.

Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, da die Zellen Hybridome aus
Myelomzellen und B-Lymphozyten sind und zu gewinnende Subklone Antigen-spezifische
Antikorper produzieren,

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelichnet, daB die Latexpartikel mit Antikdrpern (Ak)
gegen die schwere Kette des gesuchten Ak beschichtet sind.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelichnet, daR die Latexpartikel antigenbeschichtet
sind,

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf die Anfédrbung mit Hilfe von
Farbstoffkonjugaten geschieht, die den Stoff X spezifisch binden, auch wenn dieser an die
Latexpartikel gebunden ist, jedoch nicht zu einer Vernetzung des Stoffes X fiihren.

Verfahren nach Anspruch 1 und 6, dadurch gekennzelchnet, daf die Farbstoffkonjugate
fluoreszenzmarkierte Fab-Teile von Ak gegen dia schwere Kette des gesuchten Ak sind.
Verfahren nach Anspruch 1, 6 und 7, dadurch gekennzeichnet, dafl das Farbstoffkonjugat
fluoreszenzmarkiertes monovalentes Antigen ist.

. Verfahren nach Anspruch 1 und 6, dadurch gekennzeichnet, dal die Latexpartikel mit Ak gegen

den Stoff X beschichtet sind und die Farbstoffkonjugate fluoreszenzmarkierte Fab-Teile von Ak

gegen den Stoff X sind, die nicht mit den fiir die Beschichtung des Latex verwendeten kompaetitiv

sind.

Kit zur Klonierung von Zellen, dadurch gekennzeichnet, dal® er aus

a) hochviskdsem Zellkuitur-Medium

b) einer Suspension von Latexpartikeln, die einen Stoff X, der von einigen Zellen erzeugt wird,
spezifisch binden

¢) Farbstoffkonjugaten, die den Stoff X spezifisch binden, auch wenn dieser an die Latexpartikel
gebunden ist, jedoch nicht zu einer Vernetzung des Stoffes X fiihren,

besteht.

Kit nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen in einem halbfesten Kulturmedium,

wie in einem Medium mit Methylzellulose, vorzugsweise 1 bis 3Vol.-%, kultiviert werden.

Kit nach Anspruch 10 und 11, dadurch gekennzeichnet, daR die Zellen Hybridome aus

Myelomzellen und B-Lymphozyten sind und zu gewinnende Subklone Antigen-spezifische

Antikorper produzieren.

Kit nach Anspruch 10, dadurch geksnnzeichnet, daB die Latexpartikel mit Antikdrpern (Ak) gegen

die schwere Kette des gesuchten Ak beschichtet sind.

Kit nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Latexpartikel antigenbeschichtet sind.

Kit nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB3 die Farbstoffkonjugate fluoreszenzmarkierte

Fab-Teile von Ak gegen die schwere Kette des gesuchten Ak sind.

Kit nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB das Farbstoffkonjugat fluoreszenzmarkiertes

monovalentes Antigen ist.

Kit nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daR die Latexpartikel mit Ak gegen den Stoff X

beschichtet sind und die Farbstoffkonjugate fluoreszenzmarkierte Fab-Teile von Ak gegen den

Stoff X sind, die nicht mit den fiir die Beschichtung des Latex verwendeten kompetitiv sind.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Kit zur Klonlerung von Zellen durch Isolierung lebensféhiger Zellen aus
Zellgemischen, wobei nur solche Zellen oder Zeliklone gewonnen werden, die ein spezifisches Produkt ausscheiden.
Desgleichen kann mit dem Verfahren der Anteil solcher Zellen in Zellgemischen bestimmt werden. Anwendungsgebiete der
Erfindung sind die Biotechnologie sowie die biologische und medizinische Diagnostik.
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Charakteristik des bekannten Standes der Technlk

Einwichtiger Arbeitsschrittbei der Selektion neuer Zellinien und Mikroorganismen besteht darin, aus einem Gemisch von Zellen
einige wenige Zellen zu isolieren, die ein bestimmtes Produkt exprimiersn und aus diesen wiederum Zeilklone heranzuziehen.
Der Anteil der produzierenden Zellen im Gemisch ist dabei hiufig sehr gering.

Eine wichtige Anwendung fiir solche Selektionsschritte Ist die Hybridomtechnik, wo B-Lymphozyten mit einer Myelomzellinie
iusloniert werden und aus dem entstehenden Gemisch von Fusionaten disjenigen selektiert werden, die einen bestimmten
Antikbrper produzieren (K6hler & Milstein, Nature 266 {1975] 495-497), Diese Primérzellinien miissen noch ein- oder mehrmals
kloniert werden, um stabile Linlen zu erhalten, wobel jewslls wisder eine Selektion erforderlich ist. Besonders problematisch ist
dieser Schritt bel humanen Hybridomen, die im Vergleich zu Hybridomen der Maus eine geringere Stabilitat aufwelssn, so dad
2ur Erzeugung stabiler Sublinien in der Regel drel und mehr Klonierungsschritte erforderlich sind. Dabel dienen als
Ausgangsmaterial oft Linien, die nur einen geringen Anteil produzierender Zellen aufwelsen.

Dabei ist das gebriuchlichste Verfahran die Klonierung durch limiting dilution, bei dem n einer 96-well-Platte Subkulturen
angelegt werden, so, daB méglichst nur eine Zelle pro Well zu elner neuen Kultur auswéchst. Uberstiinde oder Zellproben aus
den einzelnen Wells werden dann auf das Vorhandenseln des Produktes getestet.

Eine alternative Methode dazu stelit die Klonierung in halbfesten Medien dar, wobel eine groB8e Zahl von Zellen in einem Well
oder KulturgefdR ausgosét wird, die sich jeweils zu einem elgenen Subklon entwickeln (Davis, M., Methods in Enzymology 121
[1986] 307-322; Civin, C.l., Banquerigo, M. L., ebenda 322-331). Durch das halbfeste Medium — meist Softagar oder
-‘Methylzellulose ~ wird gewdhrleistet, daB es nicht zu einer Vermischung unterschiedlicher'Subklone kommt und mittels einer
Pipette oder eines Mikromanipulatars Zellen isoliert werden kénnen, die von nur einer ausgeséten Zelle abstammen.

Dieses Verfahren st sehr arbeitsaufwendig, da bisher keine Méglichkeit gefunden wurde, selektiv Subklone zu isolie-en, die die
gewinschten Eigenschaften aufweisen. Esist Ublich, zuféllig ausgewd#hite Subklone wieder in Fliissigkeitskulturen zu iiberfihren
und dann zu selektionieren. Der hohe Arbeitsaufwand hat dazu gefilhrt, daR dieses Verfahren, obwohl es einige Vorteile
gegeniiber der limiting dilution Klonierung aufwelst, weitgehend verdréingt wurde und heute nur in wenigen Zellkulturlabors zur
Anwendung kommt (Kuo, C.Y., Chen, K.W., Fu, J,, Lam, K.W., Lae, C.Y., Biotachnol. Appl. Biochem. 11 [1989} 89-95),

Des welteren gibt es eine Reihe von Methaden, bel denen vor der eigentlichen Klonierung eine Anreicherung bestimmter Zellen
vorgenommen wird, zum Beispiel die Klonierung mit Hilfe eines Fluoreszenz-Zellsorters, durch Panning oder Sortisrung mittels
Magnetbeads. Diese Methoden setzen jedoch stets voraus, daB die gesuchten Zellen das gewilnschte Produkt als
Oberflichenantigen tragen.

Die bisher gebréuchlichen Methoden wur Selektion der Zellinien baw. Klone nach einer Fusion oder Klonierung beruhen darauf,
daB Uberstand der Zellinie oder ein Teil der Zellen des Wells entnommen und auf die Anwesenheit des gesuchten Produktes
untersucht werden {Enzymimmunoassay, Radioimmunoassay, direkter oder indirekter Fluoreszenznachweis). Es ist sehr
aufwendig, mit diesen Verfahren zu arbeiten, wenn nur wenige Zellinien das gewiinschte Produkt aufweisen.

2iel der Erfindung

Es ist das Ziel der Erfindung, der Biotechnologle eine verbesserte Klonierungsmethode und einen fiir die Zellklonierung
einsetzbaren Kit zur Verfiigung zu stellen, womit auch bel einem geringen Anteil an Zellen, die den gewlinschten Stoff
produzieren, in der Ausgangskultur und bei ungiinstigen Wachstumselgenschaften dieser Zellen eine effektive Isolierung
produzierender Sublinien méglich ist.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren und einen Kit zur Klonierung von Zellen zu entwickeln, mit dem bei
méglichst geringem Aufwand sine gréRere Zahl an insbesonders Hybridomzellinien, die einen bestimmten monoklonalen
Antikérper (mAk) produzieren, erzeugt werden kann.

ErfindungsgeméR wurde die Aufgabe dadurch gelst, daB Zellen der Ausgangszellsuspension in einer Kulturplatte mit einem
Methylzellulose-haltigen Medium vermischt werden, das Latexpartike! enthélt, die mit Antigen bzw. Antikérper beschichtet sind.
Uberraschenderweise erfolgt eine spezifische Bindung entsprechender Zellprodukte an den Latex nur in unmittelbarer
Umgebung der Zelle, wo sie durch Anférbung sichtbar gemacht werden kénnen, Damit lassen sich letztlich diejenigen Zellen und
Zellklone erkennen, die ein spezifisches Produkt sekretieren. Diess kdnnen aus dem Methylzellulosemedium monoklonal isoliert
und weiter kultiviert werden.

Im Gegensatz 2ur Zugabe geldster Antikérper, die mit den Produkten der gesuchten Zellen Komplexe bilden und damit in vielen
Féllen das Wachstum dieser Zellen hemmen, hat die Zugabe beschichteter Latexpartikel, wie experimentell beobachtet wurde,
keinen negativen EinfluB auf das Zellwachstum, Auch kommt es nicht zu einer Hemmung des Wachstums der produzierenden
Zellen, wenn zum Nachwais der Bindung des von den Zellen produzierten Stoffes an die Latexpartikel mit einem nichttoxischen
Farbstoff markiertes Antigen oder Antikbrper 2ugesetzt werden, sofern diese nur mit einer Bindungsstelle an das von den Zellen
sekretierte Produkt binden und nicht zu dessen Vernetzung fiihren.

Die erfindungsgeméR eingesetzten Latexpartikel werden durch Beschichten von Polystyren- oder einem anderen Latex mit
einem Protein oder einer anderen Substanz hergestelit, die mit dem nach.uweisenden Stoff eine spezifische Bindung hoher
Affinitét eingeht,

Der zuzugebende Farbstoff wird an ein Protein oder einen anderen Stoff gekoppelt, der folgende Bedingungen erfiilit:

= ermuB mit dem nachzuweisenden Stoff eine spezifische Bindung hoher Affinitat eingehen

- diese Bindung darf nicht durch die Bindung des nachzuwsisenden Stoffes mit dem beschichteten Latex blockiert werden

~ esdiirfen nicht mehrere Molekiile des nachzuweisenden Stoffes untereinander vernetzt werden.,
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Der erfindungsgem#fe Kit zur Klonlerung von Zellen, die einen Stoff X sekretieren, besteht somit aus

a) einem hochvisksen, zum Belsplel Methylzellulose enthaltenden Zellkulturmedium

b) einer Latexsuspension, deren Partikel den Stoff X spezifisch binden

c) einer Farbstoffldsung, mit der der Stoff X spezifisch angefiirbt werden kann, wenn er an die Latexpamkel gebunden ist, die
jedoch nicht zu einer Vernetzung von Molekiilen des Stoffes X filhrt,

Fir die Klonisrung von Hybridoma zur Produktion monoklonaler Antikdrper kann z.B, a) ISCOVE Medium mit 2%
Methylzellulose, b) Polystyrenlatex, beschichtet mit affinitétsgereinigten Antikérpern der Ziege gegen die schware Kette des
Immunglobulins und c) FITC-konjugiertes Antigen verwendet werden,

In dem hochviskdsen Zellkulturmedium werden die Zellsuspension und die Latexsuspension gleichm#Big verteilt. Die
Farbstofflésung kann sofort oder spéter zugegeben werden. Nach 4-14 Tagen (je nach Tellungsrate der Zellen) ist es im
Umkehrmikroskop unter abwechselnder Verwendung von Durchlicht und Fluoreszenz méglich, diejenigen Klone zu erkennen,
die sich durch sine symmetrische Hille aus fluoreszierenden Latexpartikeln auszeichnen und in deren unmittelbarer Umgebung
sich keine anderen Zellen befinden, Nur diese Klone werden mit Hilfe einer spitzen Pipette oder eines Mikromanipulators
«gepickt” undin Fliissigkultur Gberfihrt. Das erfinderische Verfahren stelit eine Mdglichkeit dar, im Vergleich zur herkbmmlichen
Klonierung in hatbfesten Medien den iiberwiegenden Teil des Aufwandes fiir die Isolierung der Zelleri und deren Anzucht
einzusparen, da nur Zellklone isoliert werden milssen, die den gewtinschten Stoff tats#chlich produzieren. Damit ist es mdglich,
einen gewlinschten Zellklon selbst dann noch mit vertretbarem Aufwand zu isolieren, wenn der Anteil dieser Zellen im
Ausgangsmaterial weniger als 0,1% betréigt. Die herkmmlichen Verfahren sind bei einem*Anteil der gewiinschten Zellen am
Gemisch von weniger als 1% praktisch nicht mehr effektiv einsetzbar.

Ausfihrungsbeisplel

Fusionate zwischen humanen Lymphozyten eines mit Tetanustoxoid immunisierten Spenders und CB-Fu2-Zellen -
(DD-WP 274446; ZIM-0314; Hinterlegungsstelle des Zentralinstitutes fiir Molekularbiolagie der AdW der DDR, Berlin-Buch)
wurden durch Elektrofusion gewonnen {Glaser, R.W., Jahn, S., Grunow, R, Allerg. Immunol. 35 [1989) 123-132) und auf eine
96-well-Platte (NUNC) ausgesiit. In 6 wells wurden 21 Tage nach der Fusion humane lgG-Antikérper gegen Tetanustoxoid
gefunden. Die Antikérperkonzentrationen waren jedoch sehr gering.
In eine 24-well-Platte wurde je Well 0,8 ml iscove-Medium (IMEM) mit 2% Methylzellulose elngemllt und darauf je 0,25 ml einer
Lésung folgender Zusammensetzung:
- 76%FKS

5% Glutamin-Stamml&sung (100x)
10% HT-Stammldsung (50x)
10% Polystyrenlatex 61 nm, Feststoffgehalt 0,2%, vorinkubiert mit 0,4mg/ml anti-human-Gamma Antikérper

Derinhalt der 8 schwach positiven Primérwells wurde am 22, Tag nach Fusion in ca. 100 pl Zellkulturmedium suspendiert und auf
je 4 Wells der 24-Well-Platte verteilt, wobei die zugegebene Menge pro Well etwa zwischen & und 60y variiert wurde.

Nach 6 Tagen wurden pro Well 20 ul einer Lésung zugesetzt, die 100mM Glutamin und 100g/ml FITC-gskoppeltes
Tetanustoxoid enthielt.

8 Tage nach Ansetzen der Kulturplatte waren in mehreren Wells Klone von mehr als 4 Zellen mit einer fluoreszierenden , Hiille”
zufinden. Diese Wells waren aus drei Wells der prim#ren Fusionsplatte hervorgegangen. In einigen Wells, die aus zwei weiteren
Primérwells hervorgegangen waren, wurden Stellen gefunden, die eine Hdufung der Fluoreszenz aufwiesen, denen jedoch keine
normal aussehenden Zellklone zugeordnet werden konnten. Von den Klonen mit Fluoreszenzhiille, die jewells zu einem der drei
Primérwells gehorten, wurden 5, 8 und 8 in eine 96-well-Platte iiberfiihrt, davon setzten 2, 7 baw. 8 ihr Wachstum fort. In allen
Wells, die Wachstum zeigten, wurde auch humanes IgG gegen Tetanustoxin im Enzymimmunoassay nachgewiesen.

Von den fluoreszierenden Stellen, die nicht eindeutig Klonen zugeordnet werden konnten, wurden 4 isoliert, es'kam jedoch in
keinem Fall zum Auswachsen von Zellen aus diesen Strukturen. .
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