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63 Zellinie fiir die Herstellung von Antikdrper bildenden Hybridomen, Verfahren zur Herstellung einer
menschlichen Zellinie und Antikérper produzierendes Hybridom.

67 Es werden neue Zellinien beschrieben, die als Eitern-

zellen zur Herstellung von Antikérper bildenden Hybri-
domen geeignet sind. Diese Zellinien Ieiten sich von Tu-
morzellen ab, die jedoch keine aus Knochenmark stam-
menden Tumorzelien sind, wie zum Beispiel Melanomzel-
len, Hepatomzelien oder Lungenkrebszellen.

Verfahren zur Herstellung der Zellinien werden erlau-
tert.

Wenn man diese Zellinien mit menschlichen oder tieri-
schen B-Zellen, die mit einem Antigen sensibilisiert oder
immunisiert sind, fusioniert oder verschmilzt, dann erhélt
man Hybridome, die ein aktives Wachstum besitzen und in
der Lage sind, Antikbrper zu produzieren.

Die Antikérper werden durch Zichtung dieser Hybri-
dome hergestelit.
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Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Zellinien flir die Herstellung von Antikérper bildenden Hybridomen.
Die Zellen dieser Zellinie enthalten Tumorzellen, die keine aus Knochenmark stammenden Zellen sind,
und die Zellen dieser Zellinie sind zur Fusionierung mit solchen tierischen Zellen geeignet, die in der Lage
sind, Antikdrper zu bilden. Vorzugsweise sind die Tumorzellen dieser Zellinie menschliche Tumorzellen.

Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer erfindungsgemés-
sen menschlichen Zellinie zur Herstellung von Antikdrper bildenden Hybridomen.

Des weiteren betrifft die Erfindung Antikdrper bildende Hybridome, welche Hybridzellen aus menschii-
chen oder tierischen B-Zellen, die mit Antigen immunisiert sind, und Zellen einer Zellinie fiir die Herstel-
lung von Antikorper bildenden Hybridomen enthalten.

Schliesslich betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines derartigen Antikor-
per bildenden Hybridoms und die Verwendung der entsprechenden Antikdrper produzierenden Hybrido-
me zur Herstellung von Antikérpern.

Ein wesentliches Merkmal der erfindungsgeméassen Zellinien flir die Herstellung von Antikérper bil-
denden Hybridomen besteht darin, dass die Zellinie Tumorzellen enthélt, die keine vom Knochenmark
stammenden Zellen sind.

Auf dem Gebiete der Immunologie, Biologie, medizinischen Wissenschaft und Pharmakologie werden
intensive Anstrengungen gemacht, um als diagnostische Mittel oder therapeutische Mittel die homoge-
nen und sehr hoch spezifischen Antikérper einzusetzen, némlich die monoclonen Antikdrper, die von
sclchen Hybridomzellen erzeugt wurden, die in vitro gezlichtet werden kénnen und welche die Fahigkeit
besitzen, Antikdrper gegeniber spezifischen Antigenen zu produzieren.

Die Maglichkeit, Hybridome herzustellen und sie zur in vitro Erzeugung von biologischen Substanzen
heranzuziehen, wurde zuerst im Jahre 1975 von Ceaser Milstein und dessen Mitarbeitern in der Univer-
sitat Cambridge gezeigt, und es sei in diesem Zusammenhang auf die Verdffentlichung von Milstein C.
et al. in «Nature», 256, 495 verwiesen. Diese Autoren erzeugten eine Mutanten-Zellinie mit der Be-
zeichnung P3-X63-Ag8 aus dem Myelomstamm P3K der Maus, der von Leo Sacks vom Sall Institute
zur Verfiigung gestellt wurde. Diese Mutantenzellen wurden dann mit Milzzellen der Maus fusioniert,
wobei die Milzzellen mit roten Blutkdrperchen von Schafen immunisiert waren. Es zeigte sich, dass das
erhaltene Hybridom in der Lage war, in vitro geziichtet zu werden und dass es dabei monoclonale Anti-
korper gegentiber roten Blutk6rperchen der Schafe bildete.

Ein grosser Vorteil bei der Verwendung von Hybridomen ist derjenige, dass diese ein Mittel sind, um
biologisch aktive Substanzen in Massenproduktion herzustellen. Zu diesem Zweck werden Tumorzellen,
die eine hohe Sprossungsfahigkeit oder Wucherungsfahigkeit besitzen, die auch als proliferative Fahig-
keit bezeichnet wird, mit solchen Zellen fusioniert oder verschmolzen, welche derartige biologisch aktive
Substanzen bilden kénnen, welche jedoch (iblicherweise in vitro nur eine geringe oder {iberhaupt gar
keine Sprossungsfahigkeit oder Wucherungsféhigkeit besitzen.

Anschliessend an den Bericht von Milstein et al. machten viele Forscher Untersuchungen an Hybrido-
men, die monoclonale Antikérper gegeniiber spezifischen Antigenen produzieren. In allen diesen Unter-
suchungen waren die Elternzellen, die zur Herstellung der Hybridome verwendet wurden, Tumorzelien,
die sich von Knochenmarkzellen ableiteten, beispielsweise von Myelomzellen. Bei den Myelomen han-
delt es sich um Geschwiilste, die vom Knochenmark ausgehen.

Es ist wesentlich, dass die einzigen unsterblichen Elternzellen, die nach den Verfahren des Standes
der Technik zur Herstellung von Antikérper produzierenden Hybridomen eingesetzt wurden, Myelomzel-
len waren. Myelomzellen stammen aus dem Knochenmark und sie sind von Natur aus in der Lage, an-
tikérperahnliches Protein, nédmlich Myelomprotein, zu produzieren.

Bisher war man also von der Annahme ausgegangen, dass die einzig verwendbaren unsterblichen
Elternzellen, die zur Herstellung von Antikérper bildenden Hybridomen herangezogen werden kénnen,
diejenigen sein miissen, die in der Lage sind, antikdrperéhnliche Substanzen zu bilden. Dementspre-
chend wurden bisher auch keinerlei Vorschlége gemacht, solche Tumorzellen, die nicht aus dem Kno-
chenmark stammen, zur Herstellung von antikérperbildenden Hybridomen heranzuziehen.

im Gegensatz hiezu wurde jetzt Uberraschenderweise gefunden, dass Tumorzellen, die nicht aus
dem Knochenmark stammen, wie zum Beispiel Melanomzellen, Hepatomzellen und Lungenkarzinomzel-
len, als Elternzellen zur Herstellung von Antikérper bildenden Hybridomen herangezogen werden kon-
nen, obwohl die fraglichen nicht aus dem Knochenmark stammenden Tumorzellen selbst nicht in der
Lage sind, antikdrper&hnliche Proteine zu bilden.

Die genetischen Eigenschaften von Tumorzellen, beispielsweise aus dem Knochenmark stammenden
Tumorzellen, wie Myelomzellen, die nétig sind um Hybridome herzustellen, werden in der Folge néher
beschrieben und ebenso auch die theoretischen Aspekte beztiglich der Hybridomherstellung.

Die erste Anforderung, die man bei der Herstellung eines Hybridomes aus zwei Arten von Elternzel-
len oder mehreren Arten von Elternzelien stellen muss, ist diejenige, ein solches System zu verwenden,
in dem nur die hybridisierten Zellen Uberleben, wobei das Uberleben der Elternzellen verhindert wird.
Deshalb sind bei den meisten Versuchen auf dem Gebiete der Herstellung von Hybridomen, Tumorzel-
len, die lebhaft in vitro wachsen kénnen, solche mutierte Zellen, die entweder einen Mangel an Hypox-
anthin-guanin-phosphoribosyl-transferase oder einen Mangel an Thymidin-kinase aufweisen.
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In der Folge wird die Hypoxanthin-guaninphosphoribosyl-transferase auch mit HGPRT abgekiirzt und
die Thymidin-kinase mit TK abgekiirzt. '

Das genetische und biochemische Verfahren der beiden oben genannten Mutanten ist im wesentli-
chen das gleiche und dementsprechend wird die nachfolgende Beschreibung, basierend auf den héufi-
ger verwendeten Zellen, die einen Mangel an HGPRT aufweisen, beschrieben.

Wie dies flir den Fachmann auf dem Gebiet bekannt ist, ist HGPRT eines der Enzyme, die in allen
Zellen fir die Synthese von DNA verantwortiich sind, und zwar lber einen Ruckgewinnungskreislauf auf
dem Weg der DMA-Synthese. Genauer erléutert, ist der folgende Sachverhalt anzutreffen:

Wenn die DNA-Synthese in dem De-novo-kreislauf, die Komponenten des Purines oder Pyrimidins
als Substrate fiir die enzymatische Reaktion bendtigt, durch einen bestimmten Inhibitor, beispielsweise
ein Aminopterin, unterdriickt wird, dann setzt die HGPRT den Wiederriickgewinnungs-Kreislauf als ret-
tenden Ausweg in Gang und die HGPRT erméglicht dadurch die forigesetzte DNA-Synthese, die erfor-
derlich ist, um die Zellen am Leben zu erhalten. Dementsprechend kdnnen keine Zellen, die einen Man-
gel an HGPRT aufweisen, in einem solchen Medium tberleben, das Hypoxanthin, Aminopterin und
Thymidin enthalt, und zwar aufgrund des Aminopterines, welches ein Inhibitor flir den De-novo-kreisiauf
ist.

Ein Medium, das Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin enth&lt, wird in der Folge als HAT-Medium
abgekiirzt.

Die Partnerzellen fir die Herstellung eines Hybridoms, beispielsweise Milzzellen, also B-Zellen, sind
in der Lage, DNA Uber beide Wege zu synthetisieren und zwar sowohl iber den De-novo-kreislauf als
auch (iber den Wiederriickgewinnungskreislauf. Dementsprechend tiberleben diejenigen Hybridome, die
durch Fusionierung der Milzzellen mit den Elternzellen, die keine HGPRT enthalten, erzeugt wurden,
die Hemmung des De-novo-kreislaufes mit Hilfe von Aminopterin in dem HAT-Medium, und diese Hybri-
dome verwerten namlich in wirksamer Weise das Hypoxanthin des HAT-Mediums um die DNA iber
den Wiederriickgewinnungskreislauf zu synthetisieren, der von den Milzzellen ins Leben gerufen wird.

Mit anderen Worten ausgedriickt, besitzt das Hybridom sowoh! die Fahigkeit der Eltern-Myelomzellen
heftig in vitro zu wachsen und auch die Fahigkeit, die DNA tber den Wiederriickgewinnungskreislauf zu
synthetisieren, der von den Milzzellen auch dann ins Leben gerufen wird, wenn eine Hemmung des De-
novo-kreislaufes in Anwesenheit des Aminopterins erfolgt, das in dem HAT-Medium enthalten ist. Aus-
serdem hat das Hybridom die genetische Information aus den Milzzellen, immunoglobuline, also Anti-
kérper gegen spezifische Antigene zu produzieren, sodass man in der Lage ist, das Hybridom in dem
HAT-Medium zu ziichten um dadurch Immunoglobuline herzustellen.

Der keine HGPRT enthaltende Stamm, der als Elternstamm fir die Herstellung des Hybridoms ver-
wendet wird, wird iblicherweise als Zellinie ausgewahlt, die durch ein geeignetes Mutations-Arbeitsver-
fahren gebildet wird und die gegentiber 8-Azaguanin resistent ist und nicht in der Lage ist, in dem HAT-
Medium zu wachsen.

Bei samtlichen bisher beschriebenen Arbeitsverfahren bestanden diese Elternzellen aus Tumorzellen,
die aus dem Knochenmark stammen, beispielsweise Myelomzellen. Die meisten Tumorzellen, die fiir
die Verwendung zur Herstellung von Hybridomen geclont werden kénnen, stammen von Mausen oder
Ratten, und menschliche Myelomzellen werden selten verwendet.

Die Griinde fiir die seltene Verwendung von menschlichen Myelomzelien sind die folgenden:

1) Solche Clone, die einer Selektion in dem HAT-Medium unterworfen werden kénnen, sind aus
menschlichen Myelomzellen schwer herzustellen. In der Foige wird eine Selektion im HAT-Medium auch
kurz als HAT-Selektion beschrieben.

2) Menschliche Myelomzellen haben keine grosse Wucherungsféhigkeit oder Sprossungsfahigkeit.
Eine grosse Wucherungsfahigkeit oder Sprossungsfahigkeit wird jedoch bei Elternzellen bendtigt, damit
ein Hybridom, das durch Fusionierung der Elternzellen mit Parinerzellen erzeugt wird, die entsprechen-
de Wachstumstahigkeit besitzt. Hybridome, die unter Verwendung von menschiichen Myelomzellen er-
zeugt wurden, hatten dementsprechend bisher nur eine geringe Wachstumsfahigkeit. Des weiteren sind
diese Hybridome nicht ausreichend besténdig, damit eine grosse Menge der erwlinschten Substanz,
beispielsweise von Immunoglobulinen, hergestellt werden kann.

Dementsprechend war es bisher nach dem Stande der Technik nicht mdglich, Hybridome auf Basis
von menschlichen Zellen und menschlichen Zellen herzustellen, die eine ausreichende Wachstumsféhig-
keit besitzen um niitzliche Substanzen zu erzeugen. Bisher waren die Forscher namiich nicht in der
Lage, menschliche Immunoglobuline in ausreichenden Mengen aus geziichteten Zellen herzustellen und
statt dessen mussten sie solche Immunoglobuline verwenden, die von Hybridomen aus tierischen und
tierischen Zellen gebildet wurden. Immunoglobuline, die von Hybridomen aus tierischen und tierischen
Zellen gebildet werden, sind jedoch Proteine, die fiir Menschen Fremdproteine darstelien und ihre anti-
genetischen Eigenschaften verhindern ihre ausgedehnte Verwendung zur Behandlung von Menschen.

Es ist dementsprechend ausserordentlich wiinschenswert, Immunoglobuline aus Hybridomen aus
menschlichen Zellen und menschlichen Zellen herzustellen. Wie bereits erwéhnt wurde, war jedoch die
massenweise Ziichtung von Hybridomen aus menschlichen Myelomzellen ausserordentlich schwierig,
und zwar aufgrund ihrer Unbesténdigkeit.

Myelomzellen produzieren grosse Mengen an Immunoglobulinen, die Myelomproteine genannt wer-
den. Es ist jedoch nicht bekannt, ob die so hergesteliten Immunoglobuline Antikdrper gegentiber irgend-
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welchen spezifischen Antigenen darstellen, und es ist fast unmdglich, Myelomzellen auszuwéhlen, die
einen Antikdrper gegentiber einem spezifischen Antigen produzieren. Wissenschaftler haben daraus ge-
schlossen, dass die Anwesenheit von Myelomproteinen das Auswahlen oder Screening der Hybridome
komplizierter gestaltet oder die Reinigung der Antikérper komplizierter gestaltet, sodass Myelomzellen,
die Myelomproteine produzieren, durch solche ersetzt wurden, die keine Myelomproteine produzieren. In
anderen Worten ausgedriickt, wird jetzt die Fahigkeit, in vitro zu wachsen, als ein wesentlich wichtigerer
Faktor von Myelomzellen angesehen, als die Eigenschaft, dass Myelomzellen als Elternzellen fiir die
Herstellung von Hybridomen herangezogen werden kdnnen.

Unter diesen Umsténden ist es erwiinscht, menschliche Zellen als Eltern-zellenlinien fiir die Hybri-
domherstellung heranzuziehen, und zwar solche, die heftig wachsen und die nach ihrer Fusionierung
mit Partnerzellen einer HAT-Selektionierung unterworfen werden kdnnen. Ferner wurde es als wiin-
schenswert angesehen, menschliche Hybridome zur Verfligung zu haben, die in vitro ausreichend be-
stindig bleiben, damit grosse Mengen der gewiinschten Substanzen produziert werden kdnnen, bei-
spielsweise grosse Mengen an Immunoglobulinen.

Man hat allgemein angenommen, dass die Elternzellen, die mit den Partnerzellen zur Herstellung von
Hybridomen fusioniert werden, aus solchen Krebszellen abgeleitet werden sollen, die aus dem Kno-
chenmark stammen, beispielsweise aus Myelomen, und zwar einschiiesslich solcher Zellen, die mit Hilfe
des Epstein-Barr-Virus transformiert wurden. Der Epstein-Barr-Virus wird in der Folge als EBV abge-
kiirzt. Wie jedoch bereits vorher erldutert wurde, haben diese Elternzellen verschiedene Nachteile, die
es verhinderten, dass sie in grossem Ausmass in klinischen Anwendungsgebieten verwendet wurden.

Ein Ziel der vorliegenden Erfindung war es daher, einen véllig neuen Typ an vertréglichen Zellinien
zur Verfiigung zu stellen, die mit Partnerzellen unter Bildung von Hybridomen fusioniert werden konnen,
wobei diese Zellinien frei von den Nachteilen derjenigen Zellinien sein sollen, die bisher als Elternzellen
eingesetzt wurden. Die Erfindung basiert auf der tberraschenden Erkenntnis, dass Tumorzellen, die kei-
ne aus Knochenmark stammenden Zellen sind, als Elternzellen zur Herstellung von Antikdrper bilden-
den Hybridomen herangezogen werden kénnen, indem man diese Zellinien, die in vitro heftig wachsen,
mit tierischen Zellen, die in der Lage sind, Antikérper zu bilden, fusioniert, wobei sich Hybridome bilden.

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher eine Zellinie fiir die Herstellung von Antikdrper
bildenden Hybridomen, die dadurch gekennzeichnet ist, dass diese Zellinie Tumorzellen enthélt, die kei-
ne aus Knochenmark stammenden Zellen sind, wobei die Zellen dieser Zellinie zur Fusionierung mit tie-
rischen Zellen, die in der Lage sind, Antikérper zu bilden, geeignet sind, wobei diese Fusionierung eine
Hybridom-Zellinie ergibt, die Antikdrper produziert.

Bevorzugte, nicht aus Knochenmark stammende Tumorzellen sind Zelien, die entweder durch eine
natiirliche Mutation oder durch eine induzierte Mutation von anderen Krebszellen als Knochenmarkzel-
len gebildet wurden.

Typische Beispiele fiir verwendbare Tumorzellen sind Zellen von Hautkrebs, also epidermale Krebs-
zellen, beispielsweise Zellen von Melanomen, sowie ferner Zellen von Hepatomen, Zellen von Magen-
krebs, Zellen von Eingeweidekrebs, Zellen von Lungenkrebs und Zellen von Brustkrebs. Bevorzugt sind
von diesen Zellen Zellen von Melanomen, Zellen von Hepatomen und Zellen von Lungenkrebs.

Spezielle Beispiele fiir Mutanten sind Zellen mit genetischen Defekten, die nicht in der Lage sind, be-
stimmte Enzyme zu bilden, die fiir die DNA-Synthese verantwortlich sind.

Speziell bevorzugte Tumorzellen sind menschliche Tumorzellen und von diesen menschlichen Zellen
sind die Melanomzellen, Hepatomzellen oder Zellen von Lungenkrebs bevorzugt.

Von den menschlichen Melanomzellen sind diejenigen von Colo 38 oder M 21 bevorzugt. Diese
menschlichen Melanomzellen sind seit langer Zeit zur Durchfiihrung verschiedener Untersuchungen her-
angezogen worden und es sei in diesem Zusammenhang auf die Verdffentlichung von I. Kohzoh et al.
in Cancer Research 41, Seiten 1028-1033, Mérz 1981, hingewiesen.

Von den menschlichen Hepatomzellen sind die Zellen mit der Bezeichnung menschliches Hepatom
HC C-4 speziell bevorzugt. Diese Zellen wurden bereits im Jahre 1980 von T. Kuwahara beschrieben,
und es sei in diesem Zusammenhang auf die entsprechende Verdffentlichung in Acta Hepatol. Jap., 21
(8), Seiten 303-315 verwiesen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung einer erfin-
dungsgeméssen menschiichen Zellinie zur Herstellung von Antikérper bildenden Hybridomen. Dieses
Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass man menschliche Turmorzellen, die keine aus Knochen-
mark stammenden Zellen sind, wobei die Zellen zur Fusionierung mit tierischen Zellen, die in der Lage
sind, Antikdrper zu bilden, geeignet sind, in einem Medium ziichtet, welches 8-Azaguanin oder Brom-
desoxy-uridin enthélt, die gegeniiber 8-Azaguanin resistenten Zellen oder die gegeniiber Bromdesoxy-
uridin resistenten Zellen durch Cloning abirennt und aus den resistenten Clonen diejenigen auswéhlt,
die nicht in der Lage sind, in einem HAT-Medium zu {berleben.

Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer erfindungsgemés-
sen menschlichen Zellinie zur Herstellung von Antikérper bildenden Hybridomen, wobei dieses Verfah-
ren dadurch gekennzeichnet ist, dass man menschliche Tumorzellen, die keine aus Knochenmark stam-
menden Zellen sind, wobei die Zellen zur Fusionierung mit tierischen Zellen, die in der Lage sind, Anti-
kérper zu bilden, geeignet sind, mit Ultraviolettlicht bestrahlt oder mit einer chemischen Substanz, die
eine Mutation hervorruft, behandelt, diese Zellen in einem Medium ziichtet, welches 8-Azaguanin oder
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Bromdesoxy-uridin enthlt, die gegen 8-Azaguanin resistenten oder die gegen Bromdesoxy-uridin resi-
stenten Zellen durch Cloning abtrennt und von diesen resistenten Clonen diejenigen auswéhlt, die nicht
in der Lage sind, in einem HAT-Medium zu Uberleben.

Vorzugsweise werden also bei diesem Verfahren zur Herstellung einer erfindungsgemassen mensch-
lichen Zellinie die Tumorzellen vor ihrer Ziichtung in dem genannten Medium mit Ultraviolettlicht be-
strahlt oder mit einer chemischen Substanz behandelt, die eine Mutation hervorruft.

Die erfindungsgeméssen Zellinien stammen von Elternzellen, die in vitro eine stérkere Wucherung
oder Sprossung aufweisen als bisher eingesetzte Zellinien, die sich von aus Knochenmark stammenden
Turmorzellen herleiteten, insbesonders von Myelomzellen.

Die erfindungsgemassen Zellinien sind zur Fusionierung mit Antikérper produzierenden Zellen, bei-
spielsweise B-Zellen, geeignet, wobei durch diese Fusionierung ein Hybridom gebildet wird, das genau
so stark wuchernd, bzw. sprossend ist, wie die Elternzellen und welches dennoch bestandig genug
bleibt, um Immunoglobuline zu erzeugen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Antikorper produzierende Hybridoma, wel-
che Hybridzellen aus menschlichen oder tierischen B-Zellen, die mit einem Antigen immunisiert sind,
und Zellen einer Zellinie fiir die Herstellung von Antikérper bildenden Hybridomen enthalten, wobei die
Zellinie Tumorzellen enthalt, die keine aus Knochenmark stammenden Zellen sind.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines erfin-
dungsgemassen Antikorper produzierenden Hybridomes, und dieses Verfahren ist dadurch gekenn-
zeichnet, dass man menschliche oder tierische B-Zellen, die mit einem Antigen immunisiert sind, mit
Zellen einer erfindungsgeméassen Zellinie fusioniert.

Schliesslich betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung der genannten Antikérper produzieren-
den Hybridome zur Herstellung von Antikirpern.

Bei der Herstellung der Hybridome werden die erfindungsgeméassen Zellinien mit B-Zellen, die mit ei-
nem spezifischen Antigen sensibilisiert sind, fusioniert. Die entsprechenden B-Zellen kdnnen entweder
menschliche 3-Zellen oder B-Zellen eines anderen Tieres sein.

Bevorzugte Hybridome zur Herstellung von Antikérpern sind Human-Human-Hybridome, die durch Fu-
sionierung erfindungsgemésser Zellinien, in denen die Tumorzellen menschliche Tumorzellen sind, mit
menschlichen B-Zellen erhalten werden, die mit einem Antigen sensibilisiert sind.

Die entsprechenden B-Zellen stammen vorzugsweise aus dem Blut, den Mandeln, also den Tonsillen,
den Lymphknoten oder der Milz, wobei diese Zellen von Menschen stammen, die mit einem speziellen
Antigen sensibilisiert sind.

Mit diesen Human-Human-Hybridomen kénnen menschiiche Immunoglubuline prodziert werden, die
zur Verabreichung an den Menschen geeignet sind, ohne dass dabei Probleme einer unerwiinschten
Antigenizitit hervorgerufen werden.

In der Folge werden die Figuren kurz erlautert:

Fig. 1 und Fig. 2 sind Draufsichten, die schematisch das Arbeitsverfahren des Ouchterlony Tests ver-
anschaulichen, das im Experiment 1 durchgefiihrt wird.

In Fig. 1 zeigen (1), (2), (3), (4), (5) und (6) Vertiefungen, die jeweils einen Durchmesser von 2,56 mm
aufweisen. Die Vertiefung (7) hingegen besitzt einen Durchmesser von 4,0 mm. Die Entfernung Zwi-
schen der Vertiefung (7) und jeder der Vertiefungen (1) bis einschliesslich (6) betragt 4,0 mm. Die Dik-
ke des in der dargestellten Testschale befindlichen Agarose-Gels betragt 1,5 mm.

In Fig. 2 besitzen die Vertiefungen (1), (2), (3) und (4) wiederum einen Durchmesser von 2,5 m. Die
Vertiefung (5) hingegen besitzt einen Durchmesser von 4,0 mm. Der Abstand zwischen der Vertiefung
(5) und jeder der Vertiefungen (1) bis einschliesslich (4) betrégt 4,0 mm. Die Dicke des in der darge-
stellten Testschale befindlichen Agarose-Gels betragt 1,5 mm.

in Fig. 3 ist eine graphische Darstellung von drei Wachstumskurven gegeben. Auf der Abszisse ist
dabei die Zeit in Stunden aufgetragen. Auf der Ordinate sind die Anzahl an Zellen, ausgedriickt in Zel-
len pro mi angefihrt.

Diejenige Kurve, die mit ausgefiiliten Kreisen dargestellt ist, zeigt das Wachstum von Melanomazel-
len, namlich von Melanoma (Colo 38). Die mit nicht ausgefilliten Kreisen dargestellte Kurve stellt die
Wachstumskurve fiir die Elternzellinie (ME 1) dar, die eine erfindungsgemasse Zellinie ist, die zur Her-
stellung von Hybridomen vorgesehen ist.

Diejenige Kurve, deren Messpunkte mit unausgefiiliten Dreiecken dargestellt sind, stellt ebenfalls die
Wachstumskurve fiir die Elternzellinie ME 1 dar, jedoch wurde in diesem Fall die Zlichtung der erfin-
dungsgeméssen Zellinie in Anwesenheit von 8-Azaguanin durchgefihrt.

Das Arbeitsverfahren zur Herstellung der neuen erfindungsgemassen Tumorzellenreihen, die zur Her-
stellung von Hybridomen dienen, das Verfahren zur Herstellung von Hybridomen unter Verwendung die-
ser Zellinie als Elternzellen und das Verfahren zur Herstellung von niitzlichen biologischen Substanzen
unter Verwendung dieser Hybridome, werden in der Folge néher erldutert.

Die erfindungsgeméssen Elternzellinien fir die Hybridomherstellung kdnnen entweder durch eine na-
tiirliche Mutation oder durch eine induzierte Mutation von solchen Tumorzellen erzeugt werden, die kei-
ne aus dem Knochenmark stammenden Zellen sind. Als besonders geeignet sind zur Herstellung der
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erfindungsgeméssen Zellinien menschliche Tumorzellen, wie zum Beispiel menschliche Melanomzellen,
menschliche Lungenkrebszellen und menschliche Hepatomzellen.

Die erfindungsgeméssen Hybridome kénnen hergestellt werden, indem man diese neuen Zellinien mit
anderen Elternzellen fusioniert oder verschmilzt, d.h. mit einem Partner, der sich von den B-Zellen von
Tieren, einschliesslich von Menschen, die mit irgendeinem speziellen Antigen immunisiert sind ableitet.

Aus Griinden der Einfachheit wird der Erfindungsgegenstand in der Folge unter spezieller Bezugnah-
me auf digjenige Ausfiihrungsart der Erfindung beschrieben, bei der ein monoclonaler Antikérper aus
der Kultur eines Hybridomes hergestellt wird, indem man menschliche Tumorzelien mit Milzzellen der
Maus fusioniert.

Der monoclonale Antikérper wird in der Folge auch mit MoAb abgekirzt. Es sei jedoch darauf hinge-
wiesen, dass der Erfindungsgegenstand in keiner Weise auf diese hier im einzelnen beschriebene Aus-
fihrungsart beschrankt ist.

Das Verfahren zur Herstellung der menschlichen Tumorzellen, die als Elternzellen fiir die Herstellung
von Hybridomen dienen, beginnt im allgemeinen mit der Isolierung eines Clones, der ein bestimmtes
Enzym nicht aufweist, namlich im vorliegenden Fall HGPRT, das bei der DNA-Synthese im Riickgewin-
nungskreislauf teilnimmt. Dadurch wird die nachfolgende Selektion der Hybridome mit Hilfe des HAT-
Mediums mdglich.

Dieses Arbeitsverfahren kann nach einer der beiden folgenden Arbeitsmethoden durchgefiihrt wer-
den.

Bei der einen Arbeitsmethode wird eine geeignete Konzentration an 8-Azaguanin direkt dem Zucht-
medium zugesetzt, sodass man einen gegeniber 8-Azaguanin resistenten Stamm erhéit.

Beim anderen Arbeitsverfahren werden Krebszellen entweder mit einer UV-Bestrahlung behandelt
oder mit Hilfe eines Mutation hervorrufenden Mittels, und zwar in Abhangigkeit von dem speziellen Typ
an Krebszellen, der verwendet wird. Die so behandelten Zellen werden dann anschliessend in ein Medi-
um {ibertragen, das 8-Azaguanin enthalt.

Die Bestrahlung mit dem Ultraviolettlicht wird durchgefiihrt, indem man die Zellen mit einer Ultravio-
lettlampe (GL-15), die sich 30 cm oberhalb der Zellkultur befindet, wéhrend eines Zeitraumes von 15
Sekunden bis 10 Minuten bestrahlt. .

Ein geeignetes, die Mutation hervorrufendes Mittel ist Athylmethan-sulfonat, das in der Folge auch
als EMS abgekiirzt wird oder N-Methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin, das in der Folge auch als MNNG ab-
gekiirzt wird. Diese die Mutation hervorrufenden Mittel werden in einer Menge von 0,05-10 pg/ml einge-
setzt. Nachdem die Zellen in Anwesenheit des die Mutation hervorrufenden Mittels wéhrend eines Zeit-
raumes von mehreren Stunden bis zu drei Tagen geziichtet worden waren, wird die Kultur kraftig mit
einem serumfreien Medium gewaschen und man Uberiragt dann in ein Medium, welches 8-Azaguanin
enthalt.

Unabhéngig von dem Arbeitsverfahren, das angewandt wird, endet der erste Arbeitsschritt dieses
Verfahrens mit dem Aufireten von ein oder mehr Stimmen, die gegeniiber 8-Azaguanin resistent sind.

Der zweite Arbeitsschritt besteht in einer Uberpriifung um festzustellen, ob die Zellen des gegen 8-
Azaguanin resistenten Stammes eine nachfolgende Selektion mit Hilfe des HAT-Mediums erlauben.

Hiezu werden die Zellen des gegen 8-Azaguanin resistenten Stammes in einem geeigneten Medium
geziichtet, welches dann durch Zentrifugieren entfernt wird. Die Zellen werden anschliessend zweimal
mit dem HAT-Medium gewaschen und dann in in ein frisches HAT-Medium in einer Konzentration von
105 Zellen/ml iibertragen. Nach einer fiinf Tage dauernden Bebriitungsphase werden dann die Zellen
mit Trypan-Blau gefarbt. Wenn es sich zeigt, dass beinahe alle Zellen tot sind, dann werden Zellen des
gleichen gegeniiber B-Azaguanin resistenten Stammes in einer Konzentration von 105 Zellen/ml auf
eine Vertiefungen aufweisende Mikroplatte {ibertragen, nachdem vorher bereits 105 Futterzellen, bei-
spielsweise Milzzellen, in jede der Vertiefungen der Platte eingebracht worden waren. Zur Durchfiihnrung
dieses Arbeitsverfahrens wurde eine Mikroplatte mit 96 Vertiefungen mit der Bezeichnung Costar Nr.
3596 verwendet. Bevor man die gegentiiber 8-Azaguanin resistenten Zellen auf die Platten aufirégt,
werden sie auf eine solche Konzentration verdiinnt, dass man sicher ist, dass nicht mehr als eine einzi-
ge Zelle in jeder Vertiefung der Platte anwesend sein wird. Im allgemeinen wird dies erreicht, indem die
Wahrscheinlichkeit fiir das Vorhandensein von Zellen so eingestellt wird, dass ein Durchschnittswert
von nur 0,1 Zellen pro Vertiefung eingehalten wird.

Die auf der Platte befindlichen Zellen werden etwa eine Woche lang bebriitet. Man I&sst die Clone
sich in der Zellpopulation vermehren und sobald diese Clone etwa 105 Zellen/ml erreicht haben, gibt
man ihnen wieder HAT-Medium zu und beldsst sie dann, bis alle von ihnen abgestorben sind. Dieses
oben beschriebene Arbeitsverfahren wird vorzugsweise mindestens zweimal wiederholt. Der zweite Ar-
beitsschritt endet mit der Bestatigung, dass eine vollsténdige Abtétung der gegentiber 8-Azaguanin resi-
stenten Zellen in dem HAT-Medium erfolgt ist. Es ist nétig, dass das 8-Azaguanin immer in dem HAT-
Medium zugesetzt wird, bis die erwiinschte Zellinie sich gebildet hat.

in den oben beschriebenen Arbeitsverfahren kann das 8-Azaguanin durch Brom-desoxy-uridin ersetzt
werden, wenn die Clone das Enzym Thymidin-kinase nicht enthalten und auch in diesem Fall kann eine
Empfindlichkeit gegeniiber dem HAT-Medium erhalten werden, weil ja eine Komponente desselben
Thymidin ist. In der Folge wird das Brom-desoxy-uridin mit BudR abgeklirzt und die Thymidin-kinase mit
TK abgekiirzt.
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Nachdem sich die erwlinschte Zellinie gebildet hat, wird sie in einem Medium belassen, das, falls
dies geeignet ist, Azaguanin enthélt. Das Medium zur Zichtung der Zellinie, die sich gebildet hat, kann
das gleiche sein, wie dasjenige, das verwendet wurde, ehe die Mutation der menschlichen Tumorzellen
stattgefunden hat. Ausserdem kann die gebildete Zellinie als Elternzellen fir die Herstellung von Hybri-
domen herangezogen werden, ohne dass eine spezielle Zusammensetzung des Mediums benétigt wird.

Die gebildete Zellinie kann wirksam nach tblichen Arbeitsverfahren gelagert werden, indem man sie
in einem Medium suspendiert, das 10% fétales Kélberserum und 10% Dimethylsulfoxid enthait. An-
schiiessend bewahrt man diese Suspension entweder unter fliissigem Stickstoff auf oder in einem Tief-
kiihlschrank, der eine Temperatur von etwa —80°C oder eine noch tiefer liegende Lagerungstemperatur
gewdhrleistet.

In der Folge wird das fétale Kélberserum auch mit FCS abgekdrzt und das Dimethylsulfoxid mit
DMSO abgekiirzt.

Die gebildete erfindungsgemésse Zellinie ist als Elternzellen fir die Herstellung von Hybridomen
niitzlich. Wenn diese Zeliinie aus menschlichen Tumorzellen stammt, dann ist sie als Elternzellenreihe
fiir die Herstellung von Hybridomen aus menschlichen Zellen und menschlichen Zellen geeignet, die in
der Folge auch als Human-Human-Hybridome bezeichnet werden. Der andere Elternteil dieser Hybrido-
me, namlich die Partnerzellen, miissen B-Zellen sein und diese Zellen kdnnen aus dem peripheren Blut,
den Mandeln (Tonsillen), dem Lympfknoten und der Milz von Menschen stammen, die mit irgendeinem
speziellen Antigen immunisiert sind. Ein grosser Vorteil der Hybridome aus menschlichen Zellen und
menschlichen Zellen besteht darin, dass man annehmen kann, dass mit deren Hilfe Immunoglobuline
hergestellt werden kénnen, welche menschliche Proteine sind und weiche dementsprechend an Men-
schen verabreicht werden kénnen, ohne dass das Problem der unerwiinschten Antigenizitét hervorgeru-
fen wird.

Noch wichtiger ist es jedoch, dass man annimmt, dass mit Hilfe der erfindungsgemassen Zellinie die
Herstellung von Hybridomen mdglich ist.

Das Verfahren zur Herstellung von Hybridomen unter Verwendung der gebildeten Zellinie als Eltern-
zellen, kann wie folgt durchgefiihrt werden:

Das verwendete Medium kann irgend eines der tblichen Medien sein, zum Beispiel Eagle MEM, das
von Dulbecco verbesserte MEM mit der Bezeichnung «Dulbecco's improved MEM» und auch das Medi-
um RPMI 1640.

Die fraglichen Medien enthalten 10% Kélberserum, bzw. 5% fétales Kélberserum +5% Kélberserum,
bzw. 10% fotales Kalberserum. In der Folge wird das Kélberserum auch mit CS abgekdrzt, wéhrend
das fétale Kilberserum, wie bereits erwihnt, mit FCS bezeichnet wird.

Fir das tibliche Aufrechterhalten und Aufbewahren der Elternzellen kann irgendeines dieser Medien
angewandt werden, jedoch fiir den speziellen Zweck der Hybridomherstellung ist ein Medium bevorzugt,
das 10% an fotalem Kélberserum enthélt.

Beim ersten Arbeitsschritt werden die Elternzellen, d.h. menschliche Krebszellen, und die Partnerzel-
len, d.h. Milzzellen, in einem Verhaltnis von 1:5 unter Verwendung des Hamagglutinierungs-Virus von
Japan, oder unter Verwendung von Polyéthylenglycol als Mediator verschmolzen oder fusioniert.

Der Hamagglutinierungs-Virus von Japan, der in der Folge auch mit HVJ abgekurzt wird, ist auch un-
ter der Bezeichnung Sendai-Virus bekannt.

Eine 30-50%ige Losung an Polyathylenglycol-1000 ist als Mediator bevorzugt.

Die fusionierten Zellen kénnen dann einer HAT-Selektion unterworfen werden, indem man das weiter
oben beschriebene Arbeitsverfahren durchfiihrt. Die Aussortierung oder das Screening der erhaltenen
Hybridomzellen wird hauptséchlich durchgefiihrt, indem man Gberpriift, ob in der ber der Kultur stehen-
den Fliissigkeit Immunoglobuline auftreten. Man liest dann diejenigen Hybridomclone auf, die Immuno-
globuline bilden, und zwar nach der SPA-Bindungs-SRBC-Methode oder nach der ELISA-Methode, wo-
bei diese zuletzt genannte Methode auch als Dynatech-Methode bezeichnet werden kann.

Betreffend die SPA-Bindungs-SRBC-Methode, in der englischsprachigen Literatur als «SPA-bind-
SRBC-method», sei darauf hingewiesen, dass in dieser Bezeichnung der Woriteil «SPA» Staphylo-
coccus-aureus-Protein A. bedeutet, und es sei in diesem Zusammenhang auf das verwiesen, was in
«Procedures of Immunological Experiments Vil» auf Seite 2375 beschrieben wird.

Man lasst die Clone allméhlich in ihrer Zellpopulation wachsen und sobald sie eine Grésse von 105
Zellen/ml erreicht haben, unterwirft man sie einem sogenannten Subcloning. Um zu gewahrleisten, dass
alle der Hybridomzellen tatséchlich monoclonal sind, werden sie auf Mikroplatten aufgetragen, die 96
Vertiefungen besitzen, wobei in jede dieser Vertiefungen etwa 105 normale Milzzellen gegeben werden,
die als Futterschicht in diese Vertiefungen aufgetragen worden waren. Die Hybridomzellen sollen dabei
auf eine solche Konzentration verdiinnt werden, dass man sicher geht, dass nicht mehr als eine einzige
Zelle in jeder der Vertiefungen der Platte anwesend ist. Dies wird erreicht, indem man so stark ver-
diinnt, dass die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von Zellen in einer Vertiefung nur bei 0,1 Zelle pro
Vertiefung liegt.

Anschliessend wird dann wahrend etwa einer Woche bebriitet. Die so erhaltenen Clone werden auf
ihr Fahigkeit getestet, einen spezifischen Antikorper zu bilden. Das oben beschriebene Arbeitsverfahren
wird wiederholt, bis man monoclonale Hybridomzellen erhalten hat.

Die Immunoglobuline, die durch die Hybridome gebildet werden, kénnen leicht bezdglich ihrer Klasse
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und ihrer Unterklassen nach dem Arbeitsverfahren von Quchterlony getestet werden, indem man ein
Agarose-Gel verwendet. Antikdrper zu den immunoglobulinen, von denen man annimmt, dass sie durch
die Hybridome gebildet werden, I&sst man dann mit dem {iber dem Zuchtmedium Gberstehenden Mate-
rial auf einer Agarose-Platte reagieren. Es wird dabei beobachtet, dass sich 24 Stunden spéter eine
Niederschlagslinie bildet. Bezliglich Einzelheiten der Ausfiihrung diese QOuchterlony-Verfahrens sei auf
das nachfolgende Experiment 1 verwiesen.

Wie man aus der vorangegangenen Beschreibung sieht, widerspricht die vorliegende Erfindung der
Schlussfolgerung von Milstein et al., dass eine Zellinie von Elternzellen fiir die Herstellung von Hybrido-
men digjenige von Tumorzellen sein muss, wie zum Beispiel Myelomzellen oder B-Zellen-Lymphomen,
die von Knochenmarkszellen stammen. Mit anderen Worten wurde jetzt vollig (iberraschend gefunden,
dass beliebige Tumorzellen die Fahigkeit besitzen, in vitro zu wachsen und dass sie verwendet werden
kénnen, um eine Zellinie von Elternzellen zu erzeugen, die zur Herstellung von Hybridomen geeignet
sind. Die erfindungsgemassen Zellinien, die auf Basis von menschlichen Tumorzellen zur Verfligung ge-
stellt werden, kénnen viel einfacher geziichtet werden, als bisher (ibliche Zellinien auf Basis von Mye-
lomzellen und dennoch sind die erfindungsgeméssen Zellinien besténdiger und sie sind auch stérker
sprossend, bzw. sich vermehrend als die bisher bekannten Zellreihen.

indem man die erfindungsgeméassen Zellinien als Elternzellen einsetzt, kann ein erfindungsgemésses
Hybridom aus Menschenzellen und Mauszellen hergestellt werden.

Anhand der nachfolgenden Beispiele und experimentellen Angaben wird das Verfahren zur Herstel-
lung der erfindungsgeméssen Zellinie von Elternzellen erldutert, und ferner das Verfahren zur Herstel-
lung eines Hybridomes, ausgehend von der Zellinie der Elternzellen und ausserdem das Verfahren zur
Herstellung eines Antikérpers aus dem entsprechenden Hybridom und ferner eine Methodik zur Identifi-
zierung dieses Antikdrpers.

Beispiel 1

Verfahren zur Herstellung von menschlichen Tumorzellen Colo 38 in Form einer Zellinie, die als
Elternzellen zur Herstellung von Hybridomen verwendbar ist.

Methode A

In den folgenden Arbeitsbeispielen werden alle Kultivierungen in einer Atmosphére durchgefiihrt, die
5% CO2 + 95% Luft enthélt, unter Aufrechterhaltung einer relativen Feuchtigkeit von etwa 100% und
bei einer Temperatur von 37°C.

Menschlichen Zellen aus einem malignen Melanom mit der Bezeichnung Melanomzellen (Colo 38)
wurden zwei oder drei Tage geziichtet, bis sie eine logarithmische Wachstumsphase erreicht hatien. Zu
diesen Zellen wurde das Mutation induzierende Mittel N-Methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin, das von der
Firma Sigma Chemical Co. in den Handel gebracht wird, zugegeben, und zwar in einer Menge, dass
eine endgliltige Konzentration von 0,05-10 pg/ml erreicht wurde

Das N-Methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin wird in der Folge mit MNNG abgekiirzt.

Nach 36 Stunden Bebriitung bei einer Konzeniration an MNNG von 5 pg/ml, zeigte es sich, dass
etwa 20% der Melanomzellen tot waren. Aus dem Kulturmedium wurde dann das MNNTG entfernt, in-
dem man mit serumfreiem RPMI 1640 wusch, wobei man drei Zentrifugierungen vornahm.

Das RPMI 1640 ist ein Produki, das von der Firma Nissui Seiyaku Co., Lid. in den Handel gebracht
wurde.

Eine Gesamtmenge von 10 mi an so behandelten Zellen, die 2 x 105 Zellen/ml enthielt, wurde zu ei-
nem Medium zugegeben, das 8-Azaguanin in einer Endkonzentration von 1-50 pg/ml enthielt. Die
Zichtung wurde bei der jeweils verwendeten Konzentration in dem 8-Azaguanin innerhalb des oben ge-
nannten Bereiches wéhrend mindestens einer Woche durchgefiihrt, und man vergewisserte sich, dass
mindestens 99% der Zellen innerhalb einer Woche absterben, wenn eine Konzentration von 20 pg/ml
an 8-Azaguanin angewandt wird. Bei dieser Konzentration an 8-Azaguanin, zilichtete man weiter wah-
rend mindestens zwei Wochen, gerechnet vom Beginn an, wobei t&glich das Wachstum der Zellen be-
obachtet wurde.

Etwa zwei Wochen spéter trat ein rasches Wachstum der Zellen auf. Dementsprechend wurden dann
die Zellen durch Zentrifugieren gewonnen und sie wurden zu einem Medium zugesetzt, das 8-Azagua-
nin in einer Endkonzentration von 50 pg/ml enthielt. Die Anzahl an Zellen, die zugesetzt wurde, war die
gleiche, wie diejenige, die bei der ersten Behandlung mit dem 8-Azaguanin angewandt wurde, némlich
2 x 105 Zellen/ml. Diejenigen Zellen, die eine zwei Wochen dauernde Bebriitung in dem Medium tber-
lebten, wurden als Stdmme, die gegeniiber 8-Azaguanin resistent sind, ausgewéhlt.

Zellen der gegen 8-Azaguanin resistenten Stdmme wurden mit einem serumfreien Medium gewaschen,
indem man drei Zentrifugierungen vornahm, und man {ibertrug sie dann in 10 ml eines HAT-Mediums.
Das Medium bestand aus dem RPMI 1640 Medium, das mit 10% an fotalem Ké&lberserum ergénzt war
und zu dem man ferner Hypoxanthin in einer Konzentration von 10-4 Mol, sowie Aminopterin in einer
Konzentration von 4 x 10-7 Mol und ausserdem Thymidin in einer Konzentration von 1,6 x 10-5 Mol zu-
gesetzt hatte. Das verwendete fotale Kélberserum war das Produkt der Firma CSL Co. in Australien.
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Die Konzentration der Zelien in dem HAT-Medium betrug 105 Zellen/ml. Am fiinften Tag der Bebrii-
tung wurden die Zellen auf ihr Uberleben getestet, indem man sie mit Trypan anfarbte.

Wenn es sich zeigte, dass alle Zellen in dem HAT-Medium tot waren, wurde ein weiterer Anteil der
gegen 8-Azaguanin resistenten Zellen des gleichen Stammes in die 96 Vertiefungen der Testplatte ein-
gebracht, und zwar in einer solchen Menge, dass die Wahrscheinlichkeit bestand, dass ein Durch-
schnittswert von 0,1 Zellen pro Vertiefung vorlag. Die Zellen wurden zusammen mit Milzzellen einge-
bracht, die vorher ais Futtermittelschicht in jede Vertiefung in einer Konzentration von 105 Zellen pro
Vertiefung eingebracht worden waren. Nachdem man etwa eine Woche lang bebriitet hatte, hatten sich
in den insgesamt 96 Vertiefungen sechs Clone gebildet. Indem man die Bebriitung wahrend noch wei-
terer ein oder zwei Wochen fortsetzte, war die Anzahl der Zellen in jedem der Clone auf etwa 105 Zel-
len/ml angestiegen.

Anschliessend wurden sémtliche Clone einer HAT-Selektionierung unterworfen. Die Zellen in jedem
Clon sterben innerhalb von fiinf Tagen ab.

Einer der sechs Clone wurde nochmals in die 96 Vertiefungen der Testplatte in der gleichen Weise
wie oben beschrieben, eingebracht und so einem Subcloning unterworfen, wobei man 8 Clone erhielt.
Auch in diesem Fall liess man die Anzahl der Zellen in dem Clon ansteigen und dann unterwarf man
sie einer Hat-Selektionierung, um zu bestatigen, dass alle Zellen in dem HAT-Medium abgestorben wa-
ren.

Die so erhaltenen Zellen des menschlichen malignen Melanoms, die gegeniiber 8-Azaguanin resi-
stent waren und die gegeniiber einer HAT-Selektionierung empfindlich oder sensitiv waren, wurden als
Zellinien der ME 1 Serie bezeichnet. Diese Zellen wurden in einem Medium gelagert, das 10% fotales
Kalberserum, 10% Dimethylsulioxid und 80% tibliches Medium enthielt. Die Lagerung erfolgte in flissi-
gem Stickstoff oder in einem Tiefkiihlschrank bei einer Temperatur von etwa -80°C.

Beispiel 2

Herstellung einer Elternzeliinie fiir die Erzeugung von Hybridomen, ausgehend von menschlichen
Tumorzellen Colo 38

Methode B

Die hier beschriebene Methode B unterschied sich von der vorhergehend beschriebenen Methode A
dahingehend, dass die Mutation durch eine UV-Bestrahlung hervorgerufen wurde und nicht durch einen
Behandiung mit einem chemischen Mittel, das Mutationen hervorruft.

Die Zellen des menschlichen malignen Melanoms, die sich in einer logarithmischen Vermehrungspha-
se befanden, wurden in eine Petri-schale eines Durchmessers von 10 cm gegeben, und zwar in einer
Konzentration von 2 x 105 Zellen/ml. In die Petri-schale wurde eine Gesamtmenge an 10 ml einge-
bracht. Dann wurde eine Bestrahlung mit einer UV Lampe durchgefiihrt, und zwar der Lampe mit der
Bezeichnung GL-15 der Firma Matsushita Electric Industrial Co., Ltd., wobei die Lampe 30 cm tber der
Petri-schale angeordnet war. Anschliessend wurde dann 8-Azaguanin zu den Zellen in einer solchen
Konzentration zugegeben, dass die Endkonzentration 20 ng/ml betrug.

Innerhalb etwa einer Woche waren mindestens 99,5% der Zellen abgestorben. Die Bebriitung wurde
noch wahrend etwa zwei weiteren Wochen unter den gleichen Bedingungen fortgesetzt, wobei die Kul-
turen taglich beobachtet wurden. Etwa drei Wochen nach der ersten Zugabe von 8-Azaguanin, stieg die
Anzahl der Zellen rasch an und es bildete sich eine einheitiiche Suspension von Zelien. Die Zellen wur-
den durch Zentrifugieren gewonnen und man gab sie in einer Konzentration von 2 x 108 Zellen/ml zu
einem Medium zu, in welchem 8-Azaguanin in einer endgiltigen Konzentration von 50 ug/mi anwesend
war. Diejenigen Zellen, die eine Bebriitung von zwei Wochen (berlebten, wurden als Zellen ausgewahlt,
die gegeniiber 8-Azaguanin resistent sind.

Diese resistenten Zellen wurden anschliessend der HAT-Selektionierung in der in Beispiel 1 beschrie-
benen Weise unterworfen, und man erhielt so drei Zellreihen der ME 1 Serien.

Die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von Zellen, die gegeniiber 8-Azaguanin resistent sind, be-
trug etwa 1/5 desjenigen Wertes, der in Beispiel 1 erreicht wurde. Die Wahrscheinlichkeit, mit der die
gegeniiber 8-Azaguanin resistenten Zellen, jedoch gegeniber einer HAT-Selektionierung empfindlich,
also sensitiv waren, war jedoch in beiden Beispielen die gleiche.

Beispiel 3

Herstellung von Zellinien von Elternzellen fiir die Hybridomherstellung, ausgehend von menschlichen
Tumorzellen Colo 38

Methode G

Die hier beschriebene Methode C unterscheidet sich von den Methoden A und B dahingehend, dass
das 8-Azaguanin jetzt direkt zu einem Zuchtmedium von menschlichen Tumorzellen zugesetzt wird.
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10 ml einer Kultur, die 2 x 105 Zellen/m! enthielt, wobei die Zellen menschliche maligne Melanomzel-
len mit der Bezeichnung Colo 38 waren, wurden verwendet, wobei sich die Kultur in der logarithmi-
schen Vermehrungsphase befand. Diese Kultur wurde fiinf Tage lang in Anwesenheit von 8-Azaguanin,
das in einer Konzentration von 5 pg/ml anwesend war, bebriitet. _

Anschliessend wurde die Menge an dem 8-Azaguanin erhéht, bis man eine endgiiltige Konzentration
von 20 pg/ml erreicht hatte. Innerhalb von zehn Tagen der Bebriitung, waren fast alle Zellen abgestor-
ben. Die Bebriitung wurde jedoch noch wéhrend etwa 20 weiterer Tage unter den gleichen Bedingun-
gen forigesetzt.

Die Wahrscheinlichkeit, ein Zellwachstum zu erreichen, war gering, aber ein rasches Ansteigen der
Anzahl der Zellen trat in einer der 18 getesteten Kolben auf. Ein Anteil dieses Kolbens mit dem erhoh-
ten Zellenwachstum wurde zwei weitere Wochen lang in Anwesenheit von 8-Azaguanin bei einer End-
konzentration an dem 8-Azaguanin von 50 pg/ml geziichtet. Digjenigen Zellen, die in der Lage waren,
unter diesen Bedingungen normal zu wachsen, wurden als gegeniiber 8-Azaguanin resistente Zellen
selektioniert.

Diese Zellen wurden anschliessend einer HAT-Selektionierung nach der in Beispiel 1 beschriebenen
Arbeitsweise unterworfen und man erhielt dabei sechs Zellreihen der ME 1 Serien.

In den Beispielen 1 bis 3 wurde eine Gesamtzahl von 17 Zellreihen an ME 1 Serien hergestellt, und
zwar nach drei unterschiedlichen Methoden, ausgehend von menschlichen malignen Melanomzellen der
Bezeichnung Colo 38.

Diese Zellinien wurden als SUN N-21-1 mit aufsteigender letzter Ziffer bis einschliesslich SUN N-21-
17 bezeichnet.

Beispiel 4

Herstellung einer Zellinie von Elternzellen fiir die Hybridomerzeugung, ausgehend von menschlichen
Tumorzellen M 21

Anhand dieses Beispiels sieht man, dass eine Zellinie von Elternzellen fiir die Hybridomherstellung
auch ausgehend von anderen menschlichen Tumorzellen erzeugt werden kann als den Zellen Colo 38.
Das Arbeitsverfahren, das in diesem Beispiel 4 angewandt war, war im wesentlichen das gleiche, wie
dasjenige, das in Beispiel 1 eingesetzt wurde.

Die menschlichen Melanomzellen mit der Bezeichnung M 21 wurden 60 Stunden lang geziichtet, bis
die logarithmische Vermehrungsphase erreicht war. Als Mittel zur Hervorrufung der Mutation wurde
N-Methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin, das in der Folge mit MNNG abgekiirzt wird, zugegeben, und zwar
bis zur Erreichung einer endgtiitigen Konzentration von 5 pg/mi.

Nachdem man 36 Stunden lang bebriitet hatte, wahrend welcher Zeit etwa 35% der Melanomzellen
abgestorben waren, wurde aus dem Zuchtmedium das MNNG entfernt, indem man mit einem serum-
freien Medium RPMI 1640 wusch, wobei man bis zu drei Mal zentrifugierte.

Insgesamt 10 ml, die pro ml 2 x 105 lebensfihige Zellen enthielten, wurden in einem Medium bebrii-
tet, das 8-Azaguanin in einer endgiiltigen Konzentration von 20 pg/ml enthielt. Innerhalb einer Woche
waren mindestens 99,5% der Zellen abgestorben, aber die Bebriitung wurde unter den gleichen Bedin-
gungen wahrend zwei weiterer Wochen fortgesetzt.

Die Kulturen wurden ein Mal pro Tag beziiglich irgendeines Zellenwachstums unter Verwendung ei-
nes Mikroskopes kontrolliert. Etwa 20 Tage spater trat ein allmahliches Ansteigen der Anzahl der Zellen
auf und innerhalb von fiinf weiteren Tagen entstand ein schnelles Zellenwachstum. Die wachsenden
Zellen wurden gewonnen, indem man zentrifugierte und sie wurden in 10 ml eines Mediums in einer
Konzentration von 2 x 105 Zellen/m! suspendiert. Das verwendete Medium enthielt 8-Azaguanin in einer
endgiiltigen Konzentration von 50 pg/ml. Die Bebriitung wurde wahrend etwa zwei Wochen fortgesetzt,
und diejenigen Zellen, die sich in ihrer Anzahl vermehrt hatten, wurden als gegeniiber 8-Azaguanin resi-
stente Zellen ausgewahlt.

Diese Zellen wurden einer HAT-Selektionierung unterworfen und auch das in Beispiel 1 beschriebene
Subcloning wurde durchgefiihrt. Als Ergebnis erhielt man von diesen menschlichen Melanomzellen der
Bezeichnung M-21 sechs Zellinien von Elternzellen fiir die Hybridornherstellung, wobei die Zellen ge-
geniiber 8-Azaguanin resistent waren und in dem HAT-Medium abstarben.

Jede dieser sechs Zellreihen wurde erkannt, und zwar beginnend mit SUN N-22-1 mit aufsteigender
letzter Ziffer bis einschliesslich SUN N-22-6 der ME 2 Serien.

Beispiel 5

Herstellung von Zellinien die als Elternzellen fiir die Hybridomherstellung geeignet sind, ausgehend von
menschlichen Hematomzellen

Methode D

Menschliche Hematomzellen mit der Bezeichnung HC C-4 wurden im Medium RPMI 1640 wihrend
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24 Stunden geziichtet. Zu der Kultur wurde als Mittel zur Hervorrufung der Mutation Athyl-methan-sul-
fonat bis zur Erreichung einer endgiiltigen Konzentration von 1 mM zugesetzt. Das Athyl-methan-sulfo-
nat ist von der Firma Sigma Chemical Co. erhltiich und es wird in der Folge auch mit EMS abge-
krzt,

Durch eine dreistiindige Bebriitung wurde eine Mutation in den menschlichen Hematomzellen HC C-4
hervorgerufen. Die Zellen wurden anschliessend drei Mal mit einem serumfreien RPMI 1640 Medium
gewaschen und in einem gesamten, also einem Serum enthaltenden RPMI 1640 Medium wéhrend ei-
nes Zeitraumes von 48 Stunden bis 72 Stunden geziichtet. Anschliessend erfolgte eine 3—4 Wochen
dauernde Ziichtung in einem RPMI 1640 Medium, weiches ausserdem 2,0 ug/ml an 8-Azaguanin ent-
hielt.

Etwa drei Wochen spéter trat ein rasches Ansteigen in der Anzahl der Zellen auf, und einheitiiche
Clone von anhaftenden Zellen bildeten sich. Die Kulturen wurden zwei weitere Wochen lang in einem
RPMI 1640 Medium bebriitet, das jedoch jetzt 10 pg/ml an 8-Azaguanin enthielt. Die wachsenden Zel-
len wurden als gegeniiber 8-Azaguanin resistente Zellen ausgewahit.

Diese Zellen wurden anschliessend beziglich ihrer Empfindlichkeit gegentiber einer HAT-Selektionie-
rung nach dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren Gberpriift. Als Ergebnis wurden acht Clcne an
Zellen erhalten, die eine Hypoxanthin-guanin-phosphori-bosyl-transferase enthielten. Diese Zellinien, die
als Elternzellen fiir die Hybridomherstellung geeignet sind, konnten also ausgehend von menschlichen
Hepatomzellen hergestellt werden.

Die erhaltenen acht Clone wurden einzeln bezeichnet, und zwar beginnend mit SUN N-31-1 mit auf-
steigender letzter Ziffer, bis einschliesslich SUN N-31-8.

Beispiel 6

Herstellung von Zellinien, die als Elternzellen fir die Hybridomerzeugung geeignet sind, ausgehend von
menschlichen Hepatomzellen

Methode E

In der gleichen Weise, wie dies im Beispiel 5 beschrieben ist, wurde eine Kultur von menschlichen
Hepatomzellen mit der Bezeichnung HC C-4 mit dem eine Mutation hervorrufenden Mittel Athylmethan-
sulfonat behandelt. Aus der Zellkultur wurde dann das Athyl-methan-suifonat entfernt, indem man mit
einem serumireien RPMI 1640 Medium wusch.

Anschliessend wurden die Kulturen 3-4 Wochen lang in einem Medium bebritet, das 2,0 pg/ml an
Bromodesoxyuridin enthielt. Das Bromodesoxyuridin ist von der Firma Sigma Chemical Co. erhéltlich
und es wird in der Folge mit BudR abgekiirzt. Die unter diesen Bedingungen wachsenden Zellen wur-
den dann in ein Medium Uberiragen, das 10 pg/mi an BudR enthielt und sie wurden dort etwa zwei Wo-
chen lang bebriitet. Diejenigen Zellen, die unter diesen Zuchtbedingungen ein Wachstum erreichten,
wurden als gegeniiber BudR resistente Zellen ausgewéhit.

Die Zellen wurden anschliessend auf ihre Empfindlichkeit gegenliber einer HAT-Selektionierung nach
dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren iiberpriift. Als Ergebnis erhielt man 6 Clone an Zellinien, die
keine Thymidin-kinease, abgekirzt als TK enthielten. Diese Zellen sind als Elternzellen fir die Hybri-
domherstellung geeignet und sie konnten ausgehend von menschlichen Hepatomzellen erhalten wer-
den.

Die 6 erhaltenen Clone wurden einzeln bezeichnet, und zwar beginnend mit SUN N-32-1 mit aufstei-
gender letzter Ziffer bis einschliesslich SUN N-32-6.

Beispiel 7

Herstellung von Zellinien, die als Elternzelien fiir die Hybridomerzeugung geeignet sind, ausgehend von
menschiichen Lungenkarzinomzellen

Menschliche Lungenkarzinomzellen mit der Bezeichnung A-549 wurden in einem RPMI 1640 Medium
24 Stunden lang geziichtet. Zu den Kulturen wurde dann als Mittel zur Hervorrufung von Mutationen
Athyl-methan-sulfonat in einer solchen Menge zugesetzt, dass eine endgiiitige Konzentration von 1 nM
erreicht wurde. Durch eine dreistiindige Bebriitung wurde eine Mutation bei den menschlichen Lungen-
karzinomzellen A-549 hervorgerufen.

Anschliessend wurden die Zellen drei Mal mit einem serumfreien RPMI 1640 Medium gewaschen,
und man ziichtete sie dann in einem gesamten, also Serum enthaltenden RPMI 1640 Medium wéhrend
eines Zeitraumes im Bereich von 48 bis 72 Stunden.

Anschliessend wurden die Zellen 3-4 Wochen lang in einem RPMI 1640 Medium geziichtet, das 2,0
ug/mi an Bromodesoxyuridin, abgekiirzt als BudR enthielt. Etwa drei Wochen spéter frat ein rasches
Ansteigen der Anzahl der Zellen auf, und es bildete sich eine einheitliche Schicht dann miteinander zu-
sammenhaftenden Zellen.

Anschliessend wurde die Kultur zwei weitere Wochen lang in einem RPM!I 1640 Medium geziichtet,
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das jetzt aber 10 ug/ml an BudR enthielt. Diejenigen Zellen, bei denen ein gutes Wachstum erreicht
wurde, wurden als gegenliber BudR resistente Zellen ausgewahlt.

Diese Zellen wurden anschliessend auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber einer HAT-Selektionierung
nach dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren tiberpriift. Als Ergebnis erhielt-man fiinf Clone von
Zellinien, die keine Thymidin-kinase enthalten. Diese Zellinien sind als Elternzellen fiir die Hybridomher-
stellung geeignet und sie konnten aus menschlichen Lungenkrebszellen erhalten werden.

Die fiinf erhaltenen Clone wurden einzeln bezeichnet, und zwar beginnend mit SUN N-33-1 mit auf-
steigender letzter Ziffer bis einschliesslich SUN N-33-5.

Die Zellinien von Elternzellen, die nach den Verfahren der Beispiele 1 bis 7 erhalten wurden, kénnen
mit B-Zellen fusioniert werden, beispielsweise mit Milzzellen, wobei sich Hybridome bilden, welche in ei-
nem Zuchtmedium Immunoglobuline bilden.

Diese Zellverschmelzung oder Fusionierung wird in dem folgenden Beispiel beschrieben.

Beispiel 8

Herstellung von Hybridomen durch Fusionierung der ME 1 Zellen des Beispiels 1 mit Milzzellen der
Maus, die mit menschlichen Lungenkarzinomzellen A-549 immunisiert worden waren und Feststellung,
dass aus diesen Hybridomen monoclonaler Antikérper abgeschieden wird

Aus Elternzellen wurde eine Kultur von 107 Zellen von SUN N-21-2 verwendet und diese wurden mit
5 x 107 Milzzellen, die als Partnerzellen dienten, fusioniert. Die Milzzellen stammten von einer vier Wo-
chen alten weiblichen BALB/c Maus, die einmal pro Woche mit menschlichem Lungenkarzinom A-549
vier Wochen lang beimpft worden war, und zwar mit einer Dosis von 107 Zellen pro Einimpfung. Als
Verschmelzungsmittel oder Fusionsmediator wurde Polyathylenglycol der Bezeichnung PEG 1000 der
Firma Wako Pure Chemical Industries, Ltd. verwendet, und zwar in einer Konzentration von 40%.

Das Fusionsverfahren oder Verschmelzungsverfahren wurde wie folgt durchgefiihri:

Die Elternzellen und die Partnerzellen wurden miteinander vermischt und in einem Zentrifugierréhr-
chen zentrifugiert und das darliberstehende Material wurde verworfen. Etwa 0,5 ml an PEG 1000 wur-
den unter Verwendung von RPMI 1640-Medium verdiinnt, bis eine Konzentration an dem Polyéathylen-
glycol von 40% erreicht war und diese verdiinnte Lésung wurde zu den fest zusammengepackten Zel-
len zugesetzt. Man liess die Mischung etwa drei Minuten lang stehen und zentrifugierte anschliessend
drei Minuten lang bei 500 Umdrehungen pro Minute.

Anschliessend wurden etwa 5 ml eines Mediums langsam zugegeben, und die Mischung wurde zen-
trifugiert und das dariiber stehende Material verworfen. Alle Zellen wurden langsam in einen T-75 Kol-
ben (Falcon No. 3024) iibergefiihrt und es wurden weitere Mengen an Medium zugesetzt, bis ein Ge-
samtvolumen von etwa 40 ml erreicht war. Anschliessend erfolgte eine Ziichtung lber Nacht, und dann
wurde die Kultur einschliesslich aller Zellen in ein Zentrifugierrdhrchen tbergefiihrt und nach dem Zen-
trifugieren wurde das dariiber stehende Material verworfen.

40 ml an einem HAT-Medium wurden zu den zusammengepackten Zellen zugegeben und man riihrte
kraftig. Die Mischung wurde in 96 Vertiefungen, die sich in einer Mikroplatte befanden, eingebracht, und
zwar in einer Menge von etwa 100 yl pro Vertiefung. Das gleiche Arbeitsverfahren wurde wiederholt,
um die Vertiefungen von 4 Mikroplatten mit einer Mischung der Zellen in dem Hat-Medium zu fillen.
Anschliessend erfoigte eine eine Woche dauernde Bebriitung der Mikroplatten, und es zeigte sich, dass
sich in etwa 10% der Vertiefungen Kolonien gebildet hatten.

Die Kolonien hatten die Neigung, sich flacher auszubreiten als die Kolonien der Elternzellen. Begin-
nend mit der ersten Woche der Bebriitung, wurde ein Tropfen, also eine Menge von etwa 25-30 pl an
HT-Medium, jeder Vertiefung zugesetzt.

Das HT-Medium besitzt die gleiche Zusammensetzung wie das HAT-Medium, mit Ausnahme dessen,
dass in dem HT-Medium das Aminopterin fehit, welches bekanntlich eine Komponente des HAT-Medi-
ums darstellt.

Wenn ein verniinftiges Wachstum der Hybridome statigefunden hatte, was etwa 10-14 Tage spéter
der Fall war, wurde die dariiber stehende Fllssigkeit der Kultur auf das Auftreten von monoclonalem
Antikérper gegen das menschliche Lungenkarzinom A-549 tberprift. Zu dieser Uberpriifung verwendete
man die Protein A-Bindungs-SRBC-Methode. Es zeigte sich, dass vier der 45 gebildeten Clone den mo-
noclonalen Antikdrper gegen A-549 produzierten.

Einer der vier Clone wurde nach dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren einem Subcloning unter-
worfen. Es wuchsen dabei vier Subclone und alle diese vier Subclone produzierten den monoclonalen
Antikdrper gegen A-549.

Diese Hybridomzellen konnten nach bekannten Arbeitsverfahren gelagert werden, beispielsweise in-
dem man sie in einem Medium suspendierte, das aus 10% fotalem Kélberserum, 10% Dimethylsulfoxid
und 80% gewdhnlichem Medium zusammengesetzt war. Die Lagerung der Zellsuspension erfolgte in
fliissigem Stickstoff oder in einem Tiefkihlschrank bei einer Temperatur von etwa — 80°C.
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Experiment 1

Bestimmung der Klassen und Unterklassen der Immunogiobuline, die von den gemass Beispiel herge-
stellten Hybridomen gebildet wurden, nach dem Verfahren von Ouchterlony

5 ml einer 15%-igen Losung von Agarose mit einem Gehalt von 0,01% an NaNs wurden in vier Petri-
schalen mit einem Innendurchmesser von 52 mm gegeben und man liess die Ldsung etwa 30 Minuten
lang stehen, bis sich die Agarose verfestigt hatte. Vertiefungen wurden in das Agarosegel in jede der
Schalen eingedriickt, und zwar so, wie dies in Fig. 1 veranschaulicht ist. Die sechs in der Tabelle 1 an-
gefiihrten Antikérper wurden jeder in eine der sechs am Rande befindlichen Vertiefungen eingefiillt, und
zwar in einer Menge von 5 pl. In die Vertiefung, die sich im Zentrum des Agarosegels befand, wurden
15 ul jedes der zehnfachen Konzentrates des geziichteten Mediums eingebracht, das vier monoclonale
Antikdrper LAC 1, 2, 3 und 4 enthielt, die durch das Hybridom gebildet wurden, das in Beispiel 8 er-
zeugt wurde.

Man liess die Gele 24 Stunden lang stehen und die Klasse jedes monoclonalen Antikdrpers wurde
durch die Bildung einer Linie an Niederschlag bestimmt.

Tabelle 1

Nr. Antikdrper Ursprung
1 Anti-Human IgM (Hochst AG) Kaninchen
2 Anti-Human 1gG (Hochst AG) Kaninchen
3 Anti-Maus IgG (Cape! Co.) Kaninchen
4 Anti-Maus IgM (Héchst AG) Schaf

5 Anti-Human Ig(G+A+M) (Héchst AG) Schaf

6 Anti-Human IgA (Hochst AG) Kaninchen

Es stellte sich heraus, dass die vier monoclonalen Antikérper, die getestet wurden, Maus IgG waren,
\geil alle Niederschiagslinien zwischen der Vertiefung (3) und der zentralen Vertiefung (7) gebildet wur-

en.

Die Unterklasse des IgG wurde nach dem gleichen Arbeitsverfahren bestimmt.

Wie dies in Fig. 2 dargestellt ist, wurden insgesamt finf Vertiefungen in das Agarosege! in jede von
vier Petri-schalen eingedriickt. Die vier am Rande der Petri-schale befindlichen Vertiefungen wurden mit
jeweils 5 pl jedes der Antikorper derjenigen Unterklassen gefiillt, die in Tabelle 2 angefiihrt sind. Die im
Zentrum liegende Vertiefung (5) wurde in den jeweiligen Petri-schalen mit Agarosegel jeweils mit 15
an einem der vier monoclonalen Antikérper LAC 1-4 gefiilit. Man liess die Petri-schalen 24 Stunden
lang bei Zimmertemperatur stehen.

Tabelle 2

Nr. Antikdrper Ursprung
1 Anti-Maus 1gGl (Miles Labs., Inc.) Kaninchen
2 Anti-Maus 1gG2a (Miles Labs., Inc.) Kaninchen
3 Anti-Maus 1gG2b (Miles Labs., Inc.) Kaninchen
4 Anti-Maus 1gG3 (Miles Labs., Inc.) Kaninchen

Es zeigte sich, dass die vier getesteten monoclonalen Antikdrper IgG2a waren, weil ihre Ausféllungs-
linien zwischen den Vertiefungen 2 und 5 gebildet wurden.

Die Menge an monoclonalen Antikérpern, die mit Hilfe des Hybridomes, das gemass Beispiel 8 her-
gestellt wurde, gebildet wurde, betrug etwa 30 pg/ml. Dies war nahezu die gleiche Menge, wie diejenige
Menge an monoclonalen Antikérpern, die mit Hilfe von Hybridomen erzeugt wurde, die unter Verwen-
dung von Myelomzellen der Maus als Elternzellen hergestellt wurden.

Die Einheitlichkeit der Antikdrper, die mit Hilfe der Hybridome gem&ss Beispiel 8 erzeugt wurden,
wurde durch eine Gel-Electrophorese bewiesen.

Die oben angefiihrten Ergebnisse zeigen, dass bevorzugte erfindungsgeméasse Zellinien, die mensch-
liche Zellen sind, wie zum Beispiel die Zellinie SUN N-21-1 oder ME 1 Reihen, als Elternzellen mit B-
Zellen fusioniert werden konnen und dass diese Produkte Immunoglobuline bilden, welche die geneti-
sche Information ausdriicken, die von den B-Zellen stammt.

Es wurde friiher versucht, menschliche Myelomzellen als Elternzellen fiir die Hybridomherstellung ein-
zusetzen. Diese Zellen haben jedoch verschiedene Nachteile, wie zum Beispiel Schwierigkeiten bei ihrer
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Zchtung, geringe Wachstumsgeschwindigkeit und Unbestandigkeit. Wie jedoch unten gezeigt wird, haben
die erfindungsgeméssen Zellinien solche Wachstumseigenschaften, wie sie flir Krebszellen typisch sind.

Experiment 2

Wachstumseigenschaften von Krebszellen und erfindungsgeméssen Zellen der ME 1 Zellinie

Es wurden 10 ml eines Kulturmediums verwendet, das 2 x 105 menschliche Melanomzellen (Colo 38)
pro ml enthielt. Man bebriitete in einem RPMI 1640-Medium, das zusétzlich 10% an fétalem Kélberse-
rum enthielt.

10 ml einer Kultur, die 2 x 105 Zellen pro ml enthielt, und zwar die Zellen SUN N-21-1 der ME 1 Rei-
hen, die sich aus den Zellen Colo 38 ableiteten, wurde ebenfalls in einem RPMI 1640-Medium, das zu-
sétzlich 10% fétales Kélberserum enthielt, bebritet.

10 ml einer weiteren Kultur, die eine gleiche Anzahl an Zellen pro ml enthielt, wie die beiden oben
genannten Kulturen, und zwar wiederum SUN N-21-1 wurde ebenfalls in einem RPMi 1640-Medium,
das zusétzlich 10% an fétalem Kalberserum enthielt, bebrlitet, jedoch enthielt in diesem Fall das Medi-
um ausserdem 8-Azaguanin in einer Endkonzeniration von 20 pg/ml.

Es wurden Proben genommen, und die Anzahl der lebenden Zellen in jeder dieser drei Kulturen wur-
de gezéhit. Die Ergebnisse, die dabei erhalten wurden, sind graphisch in Fig. 3 dargestellt.

Man sieht aus dieser Fig. 3, dass die Wachstumseigenschaften, also das Wachstumsprofil der SUN
N-21-1 Zellen &hnlich ist, wie dasjenige von menschlichen Melanomzellen Colo 38, und man sieht fer-
ner, dass die Wachstumseigenschaften sich sogar dann nur wenig verdndern, wenn man in Gegenwart
von 8-Azaguanin ziichiet.

Die vier Clone der Hybridome, die geméss Beispiel 8 hergestellt wurden, hatten ebenfalls Wachs-
tumseigenschaften, die dhnlich denjenigen der SUN N-21-1 Zellen waren. Diese Ergebnisse sind jedoch
in Fig. 3 nicht dargestellt.

Patentanspriiche

1. Zellinie fiir die Herstellung von Antikérper bildenden Hybridomen, dadurch gekennzeichnet, dass
die Zellinie Tumorzellen enthélt, die keine aus Knochenmark stammenden Zellen sind, wobei die Zellen
dieser Zellinie zur Fusionierung mit tierischen Zellen, die in der Lage sind, Antikérper zu bilden, geeig-
net sind, wobei diese Fusionierung eine Hybridom-Zellinie ergibt, die Antikérper produziert.

2. Zellinie nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Tumorzellen menschliche Tu-
morzellen sind.

3. Zellinie nach Patentanspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die menschlichen Tumorzel-
len menschiiche Melanomzellen, Hepatomzellen oder Zellen von Lungenkrebs sind.

4. Zellinie nach einem der Patentanspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass die menschlichen
Melanomzellen diejenigen von Colo 38 oder M 21 sind.

5. Zellinie nach einem der Patentanspriiche 1-4, dadurch gekennzeichnet, dass die Tumorzellen sol-
che sind, die einen Mangel an Hypoxanthin-guanin-phosphoribosyltransferase aufweisen.

6. Zellinie nach einem der Patentanspriiche 1-3 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Tumorzel-
len solche sind, die aus menschlichem Melanom Colo 38, menschlichem Melanom M 21 oder menschli-
chem Hepatom HC C-4 stammen, und dass sie einen Mangel an Hypoxanthin-guanin-phosphoribosyl-
transferase aufweisen.

7. Zellinie nach einem der Patentanspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Tumorzellen
solche sind, die einen Mangel an Thymidin-kinase aufweisen.

8. Zellinie nach einem der Patentanspriiche 1-3 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Tumorzel-
len solche sind, die aus menschlichem Hepatom HC C-4 oder menschlichem Lungen-carcinom A-549
stammen, und dass sie einen Mangel an Thymidin-kinase aufweisen.

9. Verfahren zur Hersteliung einer menschlichen Zellinie nach Patentanspruch 1, zur Herstellung von
Antikérper bildenden Hybridomen, dadurch gekennzeichnet, dass man menschliche Tumorzellen, die
keine aus Knochenmark stammenden Zellen sind, wobei die Zeilen zur Fusionierung mit tierischen Zel-
len, die in der Lage sind, Antikdrper zu bilden, geeignet sind, in einem Medium ziichtet, welches 8-Aza-
guanin oder Bromdesoxy-uridin enthélt, die gegeniiber 8-Azaguanin resistenten Zellen oder die gegen-
Uiber Bromdesoxy-uridin resistenten Zellen durch Cloning abtrennt und aus den resistenten Clonen die-
jenigen auswahlt, die nicht in der Lage sind, in einem HAT-Medium zu {iberleben.

10. Verfahren zur Herstellung einer menschlichen Zellinie nach Patentanspruch 1 zur Herstellung von
Antikdrper bildenden Hybridomen, dadurch gekennzeichnet, dass man menschliche Tumorzellen, die
keine aus Knochenmark stammenden Zellen sind, wobei die Zellen zur Fusionierung mit tierischen Zel-
len, die in der Lage sind, Antikdrper zu bilden, geeignet sind, mit Ultravioletilicht bestrahlt oder mit einer
chemischen Substanz, die eine Mutation hervorruft, behandelt, diese Zellen in einem Medium ziichtet,
welches 8-Azaguanin oder Bromdesoxy-uridin enthélt, die gegen 8-Azaguanin resistenten oder die ge-
gen Bromdesoxy-uridin resistenten Zellen durch Cloning abtrennt und von diesen resistenten Clonen
diejenigen auswahlt, die nicht in der Lage sind, in einem HAT-Medium zu (berleben.
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11. Antikdrper produzierende Hybridoma, welche Hybridzellen aus menschlichen oder tierischen B-
Zellen, die mit einem Antigen immunisiert sind, und Zellen einer Zellinie fiir die Herstellung von Antikér-
per bildenden Hybridomen enthalten, wobei die Zellinie Tumorzellen enthilt, die keine aus Knochen-
mark stammenden Zellen sind. :

12. Hybridom nach Patentanspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen der Zellinie einen
Mangel an Hypoxanthin-guanin-phosphoribosyl-transferase aufweisen.

13. Hybridom nach Patentanspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen der Zellinie einen
Mange!l an Thymidin-kinase aufweisen.

14. Hybridom nach einem der Patentanspriiche 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen
der Zellinie menschliche Tumorzellen sind, vorzugsweise menschliche Melanomzellen, Hepatomzellen
oder Lungenkrebszellen.

15. Hybridom nach einem der Patentanspriiche 11 oder 12 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass
die Tumorzellen der Zellinie menschliches Melanom Colo 38, menschliches Melanom M 21 oder
menschliches Hepatom HC C-4 sind, und dass sie einen Mangel an Hypoxanthin-guanin-phosphori-
boxyl-ransferase aufweisen.

16. Hybridom nach einem der Patentanspriiche 11 oder 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass
die Tumorzellen der Zellinie menschliches Hepatom HC C-4 oder menschliches Lungen-carcinom A-549
sind, und dass sie einen Mangel an Thymidin-kinase aufweisen.

17. Hybridom nach einem der Patentanspriiche 11 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass es in der
Lage ist, menschliche Antikérper zu produzieren und dass es Hybridzellen aus menschlichen B-Zellen,
die mit einem Antigen immunisiert sind, und Zellen einer Zellinie fir die Herstellung von Antikérper bil-
denden Hybridomen enthalt, wobei die Zellinie menschliche Tumorzellen enthalt, die keine aus Kno-
chenmark stammenden Zellen sind.

18. Verfahren zur Herstellung eines Antikdrper produzierenden Hybridomes geméss Patentanspruch
11, dadurch gekennzeichnet, dass man menschliche oder tierische B-Zellen, die mit einem Antigen im-
munisiert sind, mit Zellen einer Zellinie gemass Patentanspruch 1 fusioniert.

19. Verwendung der Antikérper produzierenden Hybridome geméss Patentanspruch 11, zur Herstel-
lung von Antikorpern.

20. Verwendung gemiss Patentanspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass man ein Hybridom ge-
méss Patentanspruch 17 zur Herstellung von menschlichen Antikérpern verwendet.

21. Verwendung geméss Patentanspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet, dass man monoclo-
nale Antikdrper herstellt.
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