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IMMORTALISIERTE HUMANE CHORIONZELLLINIE SOWIE VERFAHREN ZUR
IMMORTALISIERUNG HUMANER CHORIONZELLEN

BESCHREIBUNG

Die Erfindung betrifft eine immortalisierte Chorionzelllinie und ein Verfahren zur Herstellung
immortaler Zelllinien aus humanem embryonalem Choriongewebe, sowie die Verwendung der

Zelllinie zur Herstellung von rekombinantem Protein und/oder medizinischer Wirkstoffe.
HINTERGRUND ZUR ERFINDUNG

Die Herstellung immortaler Zelllinien aus differenziertem (adulten) Gewebe oder Zellen
humanen Ursprungs ist ein schwieriges und nur in Ausnahmeféllen erfolgreiches Verfahren,
da humane Zellen durch eine grofRe Zahl von natiirlichen Tumorsuppressorgenen vor
unkontrollierter Teilung geschitzt sind. Die meisten humanen Zellen, die heute in der
medizinischen Forschung zu unterschiedlichsten Fragstellungen Verwendung finden, sind
daher aus der Kultivierung bésartiger Tumore hervorgegangen. Die Entstehung eines
bdsartigen Tumors ist ein Vorgang, der sich normalerweise liber 2-3 Jahrzehnte erstreckt und
durch Mutation oder Fehlregulation den Funktionsverlust mehrerer Tumorsuppressorgene zur

Voraussetzung hat.

Zur Produktion rekombinanter Proteine oder Impfstoffe, die einer medizinschen Verwendung
zugefiihrt werden sollen, werden nur in Ausnahmefallen Tumorzellen herangezogen, da diese
durch die Anwesenheit teilweise auch undefinierter Onkogene oder viraler Erreger belastet
sind. Aus diesem Grund werden zur Produktion rekombinanter Proteine eher Zelllinien
tierischen Ursprungs (z.B. COS-Zellen) verwendet. Die Nutzung tierischer Zelllinien ist
allerdings durch unerwiinschte Kontaminationen des Produktes mit tierischen Eiweien
belastet, so dass Zelllinien, die humanen Ursprungs sind, aber keinen malignen Hintergrund
haben, besonderen Wert zur Produktion medizinischer Wirkstoffe haben.

Ausgedehnte Transfektionsstudien in den 1970iger und 80iger Jahren haben deutlich
gemacht, dass die Immortalisierung humaner embryonaler Zellen leichter gelingt, als die von
aus adultem Gewebe stammenden Zellen, da embryonale Zellen natiirlicherweise noch ein
héheres Wachstumspotential und einen niedrigeren Differenzierungsgrad in sich tragen und
noch nicht so stark durch epigenetische Regulation in ihrem Proliferationsverhalten
eingeschrankt sind. So wurden héufig primédre humane embryonale Nierenzellkulturen als
Zielzellen zur Bestimmung des transformierenden Potentials viraler Gene herangezogen. Auf
diese Weise ist auch die weltweit verbreitet HEK (human embryonic kidney) 293 Zelllinie
entstanden (Graham FL, Smiley J, Russell WC, Nairn R. Characteristics of a human cell line
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transformed by DNA from human adenovirus type 5. J Gen Virol. 1977 Jul;36(1):59-74.), die
initial durch Transfektion des kompletten Genoms eines Adenovirus Serotyp 5 hergestellt

worden ist.

Das Embryonenschutzgesetz (ESchG) ist ein deutsches Gesetz zur Regelung der In-vitro-
Fertilisation und trifft eine Abwagung zwischen moralisch-ethisch vertretbaren Handlungen an
Embryonen, sowie im weitesten Sinne Erbinformationen enthaltenen Zellen humanen
Ursprungs, sowie der Freiheit von Wissenschaft und Forschung. Gegenwaértig schitzt das
ESchG die Nutzung pluripotenter Stammzellen bis zum 8-Zellstadium, betrifft jedoch nicht die
Verwendung von embryonalem Gewebe, welches z.B. im Rahmen eines
Schwangerschaftsabbruches zuganglich wird.

Gleichwohl ist die wissenschaftliche oder kommerzielle Nutzung von Embryonen, die im
Rahmen eines Schwangerschaftsabbruches zugénglich werden, wenn auch nicht verboten, so

doch ethisch-moralisch nicht unkritisch.

Im Unterschied dazu erscheinen die Nutzung und der Riickgriff auf embryonale Zellen, die
natiirlicherweise im Rahmen der humangenetischen Diagnostik anfallen und die nach
Abschluss der Untersuchungen Ublicherweise verworfen werden, ethisch vertretbar.

Der Erfindung liegt die Erkenntnis zu Grunde, dass embryonale Zellen als Ausgangspunkt fiir

die Herstellung von Zelllinien viele Vorteile aufweisen.

So beschreibt beispielsweise die EP 1 161 548 B2 die Herstellung von rekombinanten
Proteinen in menschlichen Zellen durch Verwendung von Adenovirus E1 Protein kodierenden
Sequenzen. Dabei offenbart die EP 1 161 548 B2 insbesondere ein Verfahren zur Herstellung
von wenigstens einem rekombinanten Protein in einer Zelle, umfassend das Bereitstellen
einer Zelle, die in ihrem Genom Sequenzen umfasst, die E1A und E1B eines Adenovirus
kodieren, wobei die Zelle in ihrem Genom keine Sequenz umfasst, die ein strukturelles
adenovirales Protein codiert, und wobei die Zelle von einem humanen embryonalen

Retinoblasten stammt.

Retinoblasten sind die Vorlauferzellen der Netzhaut. Ihre Gewinnung ist problematisch, weil es
unumganglich ist hierzu direkt auf vitale Zellen zuzugreifen, die ausschlielich im Rahmen

eines Schwangerschaftsabbruches gewonnen werden kénnen.
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Eine immortalisierte Zelllinie wird beispielsweise in WO 2001/036615 A2 offenbart. Die darin
offenbarte Zelllinie betrifft eine permanente Amniozyten-Zelllinie, enthaltend mindestens eine
Nukleinsaure, die die Expression der Genprodukte der E1-Region von Adenovirus bewirkt. Die
Anwendung von Choriongewebe als Ausgangspunkt fiir die Herstellung einer immortalisierten
Zelllinie wird in WO 2001/036615 A2 weder offenbart noch nahegelegt.

Die Etablierung von stabilen Zelllinien aus Choriongewebe unter Nutzung starker Onkogene
wie z.B. des SV40 T-Antigen oder der Papillomavirusonkogene E6 und E7 ist in der
Vergangenheit mehrfach gelungen (Lei et. al. (1992b), Graham et al. (1993), Shih et al.
(1998), Choy and Manyonda (1998), Khoo et al (1998)). Eine Immortalisierung von
Choriongewebe unter Nutzung adenoviraler Gene ist bislang im Stand der Technik weder

offenbart noch nahegelegt.
DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

Die Erfindung hat daher das Ziel ein anderes Ausgangsmaterial zu verwenden, welches
unproblematisch zu gewinnen und dariiber hinaus vorteilhaft fir die weitere Verwendung ist.
Erfindungsgemaf wird bevorzugt als Ausgangsmaterial der embryonale Anteil der Plazenta

(das embryonale Chorion) verwendet.

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, Mittel und entsprechende Verfahren
bereitzustellen, durch welche Substanzen synthetisiert werden kénnen, die letztlich als

Medikamente dienen kénnen.

Geldst wird diese Aufgabe durch die Merkmale des Anspruchs 1. Weitere vorteilhafte

MafRnahmen sind in den Ubrigen Unteranspriichen beschrieben.
Die Erfindung betrifft daher eine immortalisierte humane Chorionzelllinie.

Der embryonale Anteil der Plazenta besteht aus der Chorionplatte, der eine diinne Eihaut (das
Amnion) aufliegt. Der miitterliche Anteil der Plazenta ist die sog. Dezidua. Die Chorionplatte
stellt den Hauptgewebeanteil der embryonalen Plazenta und tragt die Hauptlast des

Stoffwechsels zwischen miitterlichem und embryonalem Kreislauf.

Chorionzellen synthetisieren natiirlicherweise eine grof3e Zahl von endokrinen Faktoren und
Proteinen, was sie in besonderer Weise zur Nutzung als Produktionszelllinie zur Expression
rekombinanter humaner Proteine und Impfstoffe geeignet macht (M.H.F. Sullivan, Endocrine
cell lines from the placenta, Molecular and Cellular Endocrinology 228 (2004) 103-119,
Mitchell et al. Progesterone synthesis by human amnion, chorion and decidua at term. Am. J.
Obstet. Gynecol. 1987 157(2):349-53).
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Bisher ist im Stand der Technik die Immortalisierung einer Zelllinie auf Basis eines
Choriongewebes nicht beschrieben. Eine Immortalisierung von Choriongewebe unter Nutzung
adenoviraler Gene hat den Vorteil, dass die genutzten Onkogene (Adenovirus E1-Gene) im
Kontext menschlicher Zellen nur ein vergleichsweise niedriges Transformationspotential
besitzen. Bei Menschen sind keine bésartigen Tumore bekannt, die durch Adenovirus E1-
Gene ausgeldst werden, so dass die Herstellung von Medizinprodukten (rekombinante
Proteine, Impfstoffe, Wachstumsfaktoren, Hormone, u.d.) auf durch Adenovirus E1-Gene

immortalisierten Zelllinien sicherheitsbiologisch unkritischer erscheint.

Die Erfindung betrifft ebenfalls eine immortalisierte humane Chorionzelle, die urspriinglich aus
dem embryonalen Anteil der Plazenta (dem embryonalen Chorion) gewonnen wurde. Die
Begriffe ,Zelllinie“ und ,Zelle* sind beide fiir eine Beschreibung der vorliegenden Erfindung
anzuwenden. Zelllinien sind Zellen einer Gewebeart, die sich im Laufe der Zellkultur
fortpflanzen kénnen. Es sind sowohl immortalisierte (unsterbliche) Zelllinien als auch priméare
Zellen kultiviert (Priméarkultur) im Stand der Technik bekannt. Als Primérkultur bezeichnet man
eine nicht-immortalisierte Zellkultur, die direkt aus einem Gewebe gewonnen wurde. Die
Erfindung betrifft daher immortalisierte (unsterbliche) Zelllinien und Zellen, die aus

Choriongewebe bzw. Chorionzellen generiert werden.

Unter Immortalisierung versteht man die Aufhebung der Begrenzung der Anzahl von
Zellteilungen. Immortalisierte Zellen kdnnen sich im Gegensatz zu gewodhnlichen Zellen
beliebig haufig teilen und lassen sich in Zellkultur im Wesentlichen unbegrenzt vermehren.
Unter einer "permanenten” oder ,immortalisierten® Zelllinie versteht man gemaf der
vorliegenden Erfindung, dass die entsprechenden Zellen in irgendeiner Weise derart
genetisch verandert sind, dass sie im Wesentlichen permanent in Zellkultur weiterwachsen

kénnen.

Die immortalisierte Zelllinie der vorliegenden Erfindung erméglicht die Herstellung von
rekombinanten Proteinen, rekombinanten Adenoviren oder weitere medizinische Wirkstoffen
in einer Zelllinie ohne Risiko von unerwiinschten Kontaminationen des rekombinanten
Produktes mit sicherheitsrelevanten Onkogenen. Au3erdem sind die immortalisierten
humanen Chorionzelllinien der vorliegenden Erfindung durch ihre biologischen Eigenschaften
fur die Herstellung von rekombinanten Wirkstoffen sehr gut geeignet.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist die immortalisierte humane
Chorionzelllinie dadurch gekennzeichnet, dass die Zelllinie (bzw. die einzelnen Zellen der
Zelllinie) Nukleinsduresequenzen (oder mindestens einen Nukleinsdure) umfasst, die ein oder
mehrere E1-Gene eines Adenovirus kodieren und bevorzugt die Expression der E1-
Genprodukte bewirken. Bei den E1-Genen sind bevorzugt die E1a-, E1b1- und/oder E1b2-
Gene.
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Bei der (mindestens einen) Nukleinsdure oder Nukleinsduresequenzen, die die Expression der
E1-Genprodukte von Adenovirus bewirkt, kann es sich um jede geeignete Nukleinsédure bzw.
Nukleinsduren handeln, die zu einer stabilen Expression dieser Genprodukte flihren. Die
Nukleinsduresequenzen sind bevorzugt exogene Nukleinsduresequenzen. Unter exogene
Nukleinsduresequenzen sind sédmtliche Sequenzen zu verstehen, die als Transgen oder
andere neu in der Zelle (nach Isolierung der Zelle) eingefiihrte Nukleinsdure verwendet
wurden. Um die gewlnschte Immortalisierung der Zellen lber l&ngere Zeitrdume
beizubehalten, sollten die exogenen Nukleinsduresequenzen bevorzugt in das Genom
integriert sein.

Die E1-Sequenzen kénnen Uber PCR-Amplifikation aus dem Genom von aus
Wildtypadenoviren isolierter DNA entnommen werden. Die genaue Lage der adenoviralen E1-
Gene ist Uber online-Gendatenbanken zugangig (z.B. NCBI; beispielsweise human
Adenovirus Typ 5 komplettes Genom: http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/AC_000008.1).

Im Beispielteil der vorliegenden Anmeldung wurden E1-Gene der humanen Adenovirusserotyp
5 zur Immortalisierung gewahlt. Grundsatzlich ist eine Immortalisierung aber auch mit E1-
Genen andere Adenoviren der 57 bislang bekannten verschiedenen Adenovirusserotypen
méglich.

Folgende Genabschnitte wurden fir die Klonierung des bevorzugten

Immortalisierungsplasmides verwendet: Ad5 Basenposition 437 — 3366:

Bevorzugte Nukleotidsequenz der adenoviralen E1-Gene (SEQ ID NO. 1):

ttttattattatagtcagctgacgtgtagtgtatttatacccggtgagttcctcaagaggccactcttgagtyg
ccagcgagtagagttttctcecctceccgagecgectceccgacaccgggactgaaaatgagacatattatctgeccacgg
aggtgttattaccgaagaaatggccgccagtcttttggaccagctgatcgaagaggtactggctgataatctt
ccacctcctagccattttgaaccacctacccttcacgaactgtatgatttagacgtgacggeccecccgaagate
ccaacgaggaggcggtttcgcagatttttcccgactctgtaatgttggcggtgcaggaagggattgacttact
cacttttccgccggecgeccggttctccggagecgectcacctttecccggcageccgagcagecggagcagaga
gccttgggtceccggtttctatgccaaaccttgtaccggaggtgatcgatcttacctgeccacgaggetggettte
cacccagtgacgacgaggatgaagagggtgaggagtttgtgttagattatgtggagcaccccgggcacggttyg
caggtcttgtcattatcaccggaggaatacgggggacccagatattatgtgttcgetttgectatatgaggacc
tgtggcatgtttgtctacagtaagtgaaaattatgggcagtgggtgatagagtggtgggtttggtgtggtaat
tttttttttaatttttacagttttgtggtttaaagaattttgtattgtgatttttttaaaaggtcctgtgtct
gaacctgagcctgagcccgagccagaaccggagcectgcaagacctacccgeccgtectaaaatggegectgceta
tcctgagacgcccgacatcacctgtgtctagagaatgcaatagtagtacggatagectgtgacteccggtectte
taacacacctcctgagatacacccggtggtcecccgectgtgecccattaaaccagttgecgtgagagttggtggyg
cgtcgccaggctgtggaatgtatcgaggacttgcttaacgagecctgggcaacctttggacttgagctgtaaac
gccccaggccataaggtgtaaacctgtgattgegtgtgtggttaacgectttgtttgctgaatgagttgatgt
aagtttaataaagggtgagataatgtttaacttgcatggcgtgttaaatggggcggggcttaaagggtatata
atgcgccgtgggctaatcttggttacatctgacctcatggaggcttgggagtgtttggaagatttttctgectyg
tgcgtaacttgctggaacagagctctaacagtacctcttggttttggaggtttctgtggggctcatcccagge
aaagttagtctgcagaattaaggaggattacaagtgggaatttgaagagcttttgaaatcctgtggtgagctyg
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tttgattctttgaatctgggtcaccaggcgcttttccaagagaaggtcatcaagactttggatttttccacac
cggggcgcgctgcggctgctgttgecttttttgagttttataaaggataaatggagcgaagaaacccatctgag
cggggggtacctgctggattttctggccatgcatctgtggagagcggttgtgagacacaagaatcgecctgcta
ctgttgtcttccgtccgeccggcgataataccgacggaggagcagcagcagcagcaggaggaageccaggcgge
ggcggcaggagcagagcccatggaacccgagagccggecctggaccecctcgggaatgaatgttgtacaggtgget
gaactgtatccagaactgagacgcattttgacaattacagaggatgggcaggggctaaagggggtaaagaggyg
agcggggggcttgtgaggctacagaggaggctaggaatctagecttttagecttaatgaccagacaccgtcecctga
gtgtattacttttcaacagatcaaggataattgcgctaatgagcttgatctgctggcgcagaagtattccata
gagcagctgaccacttactggctgcagccaggggatgattttgaggaggctattagggtatatgcaaaggtgg
cacttaggccagattgcaagtacaagatcagcaaacttgtaaatatcaggaattgttgctacatttctgggaa
cggggccgaggtggagatagatacggaggatagggtggcctttagatgtagcatgataaatatgtggceccgggyg
gtgcttggcatggacggggtggttattatgaatgtaaggtttactggccccaattttagcggtacggttttec
tggccaataccaaccttatcctacacggtgtaagcttctatgggtttaacaatacctgtgtggaagectggac
cgatgtaagggttcggggctgtgccttttactgctgectggaagggggtggtgtgtcgeccccaaaagcagggcet
tcaattaagaaatgcctctttgaaaggtgtaccttgggtatecctgtctgagggtaactccagggtgecgeccaca
atgtggcctceccgactgtggttgcttcatgctagtgaaaagcgtggctgtgattaagcataacatggtatgtgg
caactgcgaggacagggcctctcagatgctgacctgctcggacggcaactgtcacctgctgaagaccattcac
gtagccagccactctcgcaaggcctggccagtgtttgagcataacatactgacccgectgttecttgecatttgg
gtaacaggaggggggtgttcctaccttaccaatgcaatttgagtcacactaagatattgcttgagcccgagag
catgtccaaggtgaacctgaacggggtgtttgacatgaccatgaagatctggaaggtgctgaggtacgatgag
acccgcaccaggtgcagaccctgcgagtgtggcggtaaacatattaggaaccagectgtgatgctggatgtga
ccgaggagctgaggcccgatcacttggtgctggectgcacccgecgctgagtttggectctagecgatgaagatac
agattga

Die vorgenannten bevorzugten adenoviralen Gen-Sequenzen codieren fir folgende

Genprodukte:
Bevorzugten Aminosauresequenzen der adenoviralen E1-Genprodukte (hAd5):

Ad5 E1a (SEQ ID NO. 2):

MRHIICHGGVITEEMAASLLDQLIEEVLADNLPPPSHFEPPTLHELYDLDVTAPEDPNEEAVSQIFPDSVMLA
VQEGIDLLTFPPAPGSPEPPHLSRQPEQPEQRALGPVSMPNLVPEVIDLTCHEAGFPPSDDEDEEGEEFVLDY
VEHPGHGCRSCHYHRRNTGDPDIMCSLCYMRTCGMEVYSPVSEPEPEPEPEPEPARPTRRPKMAPATLRRPTS
PVSRECNSSTDSCDSGPSNTPPEIHPVVPLCPIKPVAVRVGGRROAVECIEDLLNEPGQPLDLSCKRPRP

Ad5-E1b (19K) (SEQ ID NO. 3):

MEAWECLEDEFSAVRNLLEQSSNSTSWEWRFLWGS SQAKLVCRIKEDYKWEFEELLKSCGELFDSLNLGHQALEFE
QEKVIKTLDESTPGRAAAAVAFLSFIKDKWSEETHLSGGYLLDFLAMHLWRAVVRHKNRLLLLSSVRPAITIPT
EEQOQQQOEEARRRROQEQSPWNPRAGLDPRE

Ad5-E1b (55K) (SEQ ID NO. 4):

MERRNPSERGVPAGEFSGHASVESGCETQESPATVVEFRPPGDNT DGGAARAAAGGSQAAAAGAEPMEPESRPGPS
GMNVVQVAELYPELRRILTITEDGQGLKGVKRERGACEATEEARNLAFSIMTRHRPECITFQQIKDNCANELD
LLAQKYSIEQLTTYWLQPGDDFEEAIRVYAKVALRPDCKYKISKLVNIRNCCYISGNGAEVEIDTEDRVAFRC
SMINMWPGVLGMDGVVIMNVRETGPNESGTVFLANTNLILHGVSEYGENNTCVEAWTDVRVRGCAFYCCWKGV
VCRPKSRASIKKCLFERCTLGILSEGNSRVRHNVASDCGCFMLVKSVAVIKHNMVCGNCEDRASQMLTCSDGN
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CHLLKTIHVASHSRKAWPVFEHNILTRCSLHLGNRRGVFLPYQCNLSHTKILLEPESMSKVNLNGVEFDMTMKI
WKVLRYDETRTRCRPCECGGKHIRNQPVMLDVTEELRPDHLVLACTRAEFGSSDEDTD

Sie kann/kdnnen in das Genom der Zelle integriert, d.h. chromosomal, oder
extrachromosomal, z.B. als episomal replizierendes Plasmid oder Mini-Chromosom, vorliegen.
Die Expression der verschiedenen Genprodukte kann dabei von ein und demselben
Nukleinsauremolekiil oder beispielsweise verschiedenen Nukleinsduremolekiilen bewirkt
werden. Als "Expression"” wird im Stand der Technik der Prozef? des Herstellens des Produkts
eines Gens, das entweder ein spezifisches Protein ist, das ein spezifisches Merkmal oder eine
spezifische Eigenschaft bewirkt, oder von RNA-Formen verstanden, die nicht in Proteine
translatiert werden (z.B. antisense RNAs, tRNAs). Dem Fachmann werden angesichts der
vorliegenden Beschreibung, insbesondere auch des vorgeschlagenen Verfahrens, geeignete
Méglichkeiten zur Erzielung der gewilinschten Expression ersichtlich sein.

Die Einflihrung eines adenoviralen E1-Gens, das den Zellzyklus teilweise dereguliert, zeigt
eine Uberraschend gute Transformationsrate, ohne dass Tumorinduzierende Mittel erforderlich
sind. Die Verwendung adenoviraler E1-Genen zur Immortalisierung von Chorionzellen stellt
eine Moglichkeit der Erzeugung einer Chorionzelllinie durch risikoarme und nicht-
tumorinduzierende Agentien dar. Da die auf Basis der adenoviraler E1-Gene hergestellten
immortalisierten Zelllinien nicht Tumor ausldésend sind, sind die in dieser Zelllinie hergestellten
rekombinanten Proteine fiir die medizinische Anwendung im Menschen deutlich sicherer als
Proteine, die in einer immortalisierten Krebszelllinie hergestellt wurden.

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft immortalisierte humane Chorionzellen, die
Nukleinsduresequenzen umfasst, die zu einer (bevorzugten kontinuierlichen) Expression des
CAR-Rezeptors flhren.

Der CAR-Rezeptor (Cosackie und Adenovirusrezeptor) verbessert die Infizierbarkeit von
Chorionzellen mit rekombinanten Adenoviren, was hinsichtlich der Produktion rekombinanter
Proteine und der Produktion adenoviraler Impfstoffe von Vorteil ist.

Ein besonderer Aspekt der Erfindung betrifft die Art der Verknilipfung der Gene des CAR-
Rezeptors und der fiir die Immortalisierung benétigten E1-Gene. Die Verknlipfung dieser
beiden Gene erfolgt bevorzugt in einer Weise, die eine dauerhaft stabile Expression des CAR-
Rezeptors erlaubt, obwohl der CAR-Rezeptor keinen Beitrag zur Immortalisierung der
Chorionzellen leistet.

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft immortalisierte humane Chorionzelllinien,
die Nukleinsduresequenzen umfasst, die humane Telomerase kodieren und bevorzugt die
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Expression der Telomerase bewirken. In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist
die Telomerase die Reverse-Transkriptase-Untereinheit des humanen Telomerasekomplexes
(hTERT).

Die Sequenzen der humanen Telomerase sind in online-Genbanken hinterlegt (z. B. NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB085628.1).

Bevorzugte Nukleotidsequenz: humane Telomerase (SEQ ID NO. 5):

atgccgcgcgctcecceccgectgecgagecgtgegcetecectgetgecgcagecactaccgcgaggtgetgecgetgyg
ccacgttcgtgcggcgcctggggccccagggctggecggctggtgcagegecggggacccggeggettteccgege
gctggtggcccagtgecctggtgtgecgtgeccctgggacgcacggccgccccccgecgeccceccectecttecgecag
gtgtcctgcctgaaggagctggtggecccgagtgctgcagaggctgtgcgagecgcggcgcgaagaacgtgetgg
ccttcggcttcgcecgectgctggacggggcccgcgggggcccceccgaggecttcaccaccagegtgegcageta
cctgcccaacacggtgaccgacgcactgcgggggagcggggcecgtgggggectgectgectgecgecgegtgggecgac
gacgtgctggttcacctgctggcacgctgcgecgectctttgtgetggtggectecccagetgecgectaccaggtgt
gcgggccgccgctgtaccagectcecggecgetgeccactcaggecccggeccecgecacacgctagtggaccccgaag
gcgtctgggatgcgaacgggcctggaaccatagecgtcagggaggeccggggteccececctgggectgeccagccccyg
ggtgcgaggaggcgcgggggcagtgccagccgaagtctgecgttgecccaagaggecccaggecgtggegetgece
ctgagccggagcggacgcccgttgggcaggggtectgggeccacccgggcaggacgcgtggaccgagtgaccyg
tggtttctgtgtggtgtcacctgccagacccgccgaagaagccacctectttggagggtgecgetectectggcacyg
cgccactcccacccatceccgtgggceccgceccagcaccacgcgggeccceccatceccacatcgecggeccaccacgtecect
gggacacgccttgtcccecceccggtgtacgccgagaccaagcacttcecctctactectcaggcgacaaggagcaget
gcggccctcececttectactcagetctctgaggecccagectgactggecgectecggaggectecgtggagaccatettt
ctgggttccaggccctggatgccagggactcceccecgcaggttgeccecgectgecccagecgectactggcaaatge
ggcccecctgtttctggagectgcttgggaaccacgcgcagtgececctacggggtgectecctcaagacgcactgece
gctgcgagctgcggtcaccccagcagecggtgtetgtgecccgggagaageccccagggctectgtggeggeccce
gaggaggaggacacagacccccgtcecgectggtgcagectgectccgeccagcacagcageccctggcaggtgtacyg
gcttcgtgcgggcecctgectgecgecggectggtgeccccaggectectggggecteccaggcacaacgaacgecgett
cctcaggaacaccaagaagttcatctccctggggaagcatgccaagctctecgectgcaggagectgacgtggaag
atgagcgtgcgggactgcgcttggctgcgcaggageccaggggttggetgtgttccggecgcagagcaccgte
tgcgtgaggagatcctggccaagttcctgcactggctgatgagtgtgtacgtcgtcgagetgctcaggtettt
cttttatgtcacggagaccacgtttcaaaagaacaggctctttttctaccggaagagtgtctggagcaagttyg
caaagcattggaatcagacagcacttgaagagggtgcagctgcgggagctgtcggaagcagaggtcaggcagce
atcgggaagccaggcccgccectgctgacgtccagactececgecttcateccccaagectgacgggetgecggecgat
tgtgaacatggactacgtcgtgggagccagaacgttccgcagagaaaagagggccgagecgtctcacctcgagyg
gtgaaggcactgttcagcgtgctcaactacgagcgggcgcggcgccccggectectgggegectetgtgetgyg
gcctggacgatatccacagggcctggcgcaccttegtgectgegtgtgecgggeccaggacccgecgectgaget
gtactttgtcaaggtggatgtgacgggcgcgtacgacaccatcccccaggacaggctcacggaggtcatcgec
agcatcatcaaaccccagaacacgtactgcgtgcgtcggtatgccgtggtccagaaggeccgeccatgggcacyg
tccgcaaggceccttcaagagccacgtctctaccttgacagacctccagecgtacatgcgacagttegtggetca
cctgcaggagaccagcccgctgagggatgecgtecgtcatcgagcagagctecteecctgaatgaggccagecagt
ggcctcttcgacgtcecttecctacgecttcatgtgeccaccacgeccgtgecgcatcaggggcaagtecctacgteccagt
gccaggggatcccgcagggctccatcecctcectceccacgctgectectgcagectgtgectacggcgacatggagaacaa
gctgtttgcggggattcggcgggacgggctgctectgegtttggtggatgatttcttgttggtgacacctcac
Cctcacccacgcgaaaaccttcctcagctatgecccggacctceccatcagageccagtctcaccttcaaccgegget
tcaaggctgggaggaacatgcgtcgcaaactctttggggtcttgcggctgaagtgtcacagectgtttctgga
tttgcaggtgaacagcctccagacggtgtgcaccaacatctacaagatcctectgectgcaggecgtacaggttt
cacgcatgtgtgctgcagctcccatttcatcagcaagtttggaagaaccccacatttttectgecgegtcatct
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ctgacacggcctceccctcectgcectactccatecctgaaageccaagaacgcagggatgtcgectgggggecaagggcgce
cgccggccctcectgeccteccgaggecgtgcagtggectgtgeccaccaagecattectgectcaagetgactcgacac
cgtgtcacctacgtgccactcctggggtcactcaggacagcccagacgcagctgagtcggaagectecccgggga
cgacgctgactgccctggaggccgcagccaacccggcactgecctcagacttcaagaccatecctggactga

Die vorgenannten bevorzugten Sequenzen kodieren flir humane Telomerase-reverse

Transkriptase.

Bevorzugte Aminosduresequenz der humanen Telomerase (SEQ ID NO. 6):

MPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLATFVRRLGPQGWRLVQRGDPAAFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSEFRQ
VSCLKELVARVLORLCERGAKNVLAFGFALLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGD
DVLVHLLARCALEVLVAPSCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVREAGVPLGLPAP
GARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPEPERTPVGOGSWAHPGRTRGPSDRGFCVVSPARPAEEAT SLEGALSGT
RHSHPSVGRQHHAGPPSTSRPPRPWDTPCPPVYAETKHFLYSSGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVETIF
LGSRPWMPGTPRRLPRLPORYWQMRPLFLELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAAVTPAAGVCAREKPQGSVAAP
EEEDTDPRRLVQLLRQHSSPWQVYGEFVRACLRRLVPPGLWGSRHNERREFLRNTKKEFISLGKHAKLSLOELTWK
MSVRDCAWLRRSPGVGCVPAAEHRLREEILAKFLHWLMSVYVVELLRSFEFYVTETTFQKNRLEFEFYRKSVWSKL
QSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVNMDYVVGARTFRREKRAERLTSR
VKALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRAWRTEFVLRVRAQDPPPELYEFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIA
SITIKPONTYCVRRYAVVQKAAHGHVRKAFKSHVSTLTDLOPYMRQFVAHLQETSPLRDAVVIEQSSSLNEASS
GLFDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQGIPQOGSILSTLLCSLCYGDMENKLFAGIRRDGLLLRLYVDDFLLVTPH
LTHAKTFLSYARTSIRASLTEFNRGFKAGRNMRRKLEFGVLRLKCHSLELDLOQVNSLOTVCTNIYKILLLOAYRE
HACVLOQLPFHQOVWKNPTFFLRVISDTASLCYSILKAKNAGMS LGAKGAAGPLPSEAVOWLCHQAFLLKLTRH
RVTYVPLLGSLRTAQTQLSRKLPGTTLTALEAAANPALPSDFKTILD

Bei der (mindestens einen) Nukleinsdure oder Nukleinsduresequenzen, die die Expression der
Telomerase bewirkt, kann es sich um jede geeignete Nukleinsdure bzw. Nukleinsduren
handeln, die zu einer stabilen Expression dieser Genprodukte flihren. Die
Nukleinsduresequenzen sind bevorzugt exogene Nukleinsduresequenzen. Unter exogene
Nukleinsduresequenzen sind sédmtliche Sequenzen zu verstehen, die als Transgen oder
andere neu in der Zelle (nach Isolierung der Zelle) eingefiihrte Nukleinsdure verwendet

wurden.

Die Erfindung setzt die kiinstliche Expression von Schlilisselproteinen um, die fiir die
Unsterblichkeit der Zellen wirksam sind, beispielsweise die Telomerase, die eine
Beeintrachtigung der Chromosomenenden wahrend der DNA-Replikation in Eukaryonten
vermeidet. Telomerase stellt die Endstlicke der Chromosomen, die sogenannten Telomere,
wieder her. Eine Immortalisierung mittels Telomerase stellt ebenfalls eine Mdglichkeit dar,

mittels einer nicht tumorerzeugenden Transformation, die Zellen zu immortalisieren.

Durch die Anwendung von Telomerase und/oder adenoviralen E1-Gene kénnen die
Chorionzellen liberraschenderweise ohne erhebliche phénotypischen Anderungen der nativen

Zellen immortalisiert werden.
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Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft eine immortalisierte humane
Chorionzelllinie, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsduresequenzen, die ein oder
mehrere E1-Gene eines Adenovirus und/oder Telomerase kodieren, im Genom an den Genort
eines Tumorsupressorgens (z.B. p53 oder Rb) integriert sind. Der ,Genort" eines
Tumorsupressorgens betrifft sémtliche Genomregionen, die in Zusammenhang mit der
Expression des Tumorsupressorgens stehen. Insbesondere sind solche Regionen das
tumorsupressorkodierende Gen, der Promoter des Gens und/oder weitere
Promoter/Enhancer-Kombinationen, die einen Einfluss auf die Genexpression des

Tumorsupressors aufweisen.

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft eine immortalisierte humane
Chorionzelllinie, dadurch gekennzeichnet, dass das Tumorsuppressorgen durch das
Integrationsereignis ausgeschaltet ist. Die ,Ausschaltung® eines Gens betrifft sdmtliche
mégliche Anderungen des Gens, die zu einer reduzierten, inhibierten oder bevorzugt nicht-

vorhandenen Expression des Gens fiihren.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer immortalen
Chorionzelllinie, wobei humanes embryonales Choriongewebe als Ausgangsgewebe
verwendet wird, welches mittels adenoviraler E1-Gene und/oder humaner Telomorase

immortalisiert wird.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung
einer permanenten Chorionzelllinie, insbesondere einer wie vorangehend definierten
Chorionzelllinie, gekennzeichnet durch das Transfizieren von Chorionzellen mit mindestens
einer Nukleinsaure, die die Expression der adenoviralen Genprodukte der E1a-Region
und/oder E1b-Region bewirkt, oder einer Telomerase. Die erhaltenen Zellklone kénnen dann
gegebenenfalls weiter isoliert und unter Erhalt von Einzelzelllinien, wenn gewiinscht, kloniert

werden.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung

einer immortalen Chorionzelllinie, umfassend die folgenden Schritte:

a) Bereitstellung und/oder Gewinnung von Chorionzellen, bevorzugt von humanem
embryonalem Choriongewebe als Ausgangsmaterial; umfassend bevozugt das

Inkulturbringen der Zellen;

b) Transfektion der Zellen mit Nukleinsduresequenzen (oder mindestens einen
Nukleinsaure), die ein oder mehrere E1-Gene eines Adenovirus kodieren und
bevorzugt die Expression der E1-Genprodukte bewirken, und/oder Transfektion der
Zellen mit Nukleinsduresequenzen (oder mindestens einen Nukleinsdure), die humane

Telomerase kodieren und bevorzugt die Expression der Telomerase bewirken;
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c) Kultivierung der Zellen in Zellkultur;

d) Subklonierung der Zellen, wobei die Zellen so verdiinnt werden, dass (bevorzugt bei
mikroskopischer Kontrolle) Zelllpopulationen entstehen, die aus einer einzelnen Zelle

hervorgehen.
e) Kultivierung der Zellen in Zellkultur.

Unter dem Begriff ,Bereitstellung und/oder Gewinnung* wird hierin jedes Verfahren

verstanden, dass zur Vorbereitung von Choriongewebe geeignet ist.

In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung wird das humane embryonale
Choriongewebe mittels Biopsie gewonnen. Alternativ kann es auch aus Gewebe gewonnen
werden, das im Rahmen eines Spontanabortes anféllt und einer humangenetischen
Diagnostik zugefiihrt wird. Das erfindungsgemafe Verfahren kann auch mit bereits

gewonnenen oder isolierten Choriongewebe durchgefiihrt werden.

Die Gewinnung von Choriongewebe durch Biopsie ist auch als Chorionzottenbiopsie (engl.
chorion biopsie) bekannt. Die Chorionzottenbiopsie, auch Chorionbiopsie genannt, ist eine
Untersuchungsmethode der prénatalen (= vorgeburtlichen) Diagnostik. Es sind zwei Arten
moglich, um die Chorionzotten zu entnehmen: 1) Transabdominale Methode: Unter
Ultraschallkontrolle wird durch die Bauchdecke der Schwangeren eine Nadel in die Plazenta
vorgeschoben und Gewebe entnommen (= Punktion). 2) Transzervikale Methode: Ein diinner
Schlauch (Katheter) wird liber die Vagina und den Gebarmuttermund in die Plazenta (=

Mutterkuchen) geflihrt und Choriongewebe entnommen.

Die Erfindung betrifft daher in einer bevorzugten Ausfiihrungsform ein Verfahren, in dem
menschlichen Embryonen nicht zerstért werden. Als Ausgangsmaterial kénnen embryonale
Zellen, die bevorzugt im Rahmen der humangenetischen Diagnostik anfallen und die nach
Abschluss der Untersuchungen Ublicherweise verworfen werden, oder Zellen, die durch eine

Biopsie gewonnen werden, verwendet werden.

Die Erfindung kann — in Zusammenhang mit einem oder mehreren der hierin offenbarten
Ausflihrungsformen — als ein Verfahren zur Immortalisierung humaner Chorionzellen oder als
ein Verfahren zur Herstellung immortaler Chorionzelllinien gekennzeichnet werden.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform kann das erfindungsgemafe Verfahren eine Trennung
der Chorionzellen aus dem Material der Chorionzottenbiopsie umfassen. Beispielsweise
kénnen die Chorionzellen von Amniozyten getrennt werden, um die gewtlinschten

Chorionzellen als Ausgangsmaterial zu isolieren.
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird (bevorzugt unter sterilen Bedingungen)
Choriongewebe in Kulturmedium eingesetzt und anschlieRend mit einem enzymatischen
Verdau behandelt. Diese Behandlung kann eine Trypsin- und/oder Collagenase-Behandlung
umfassen, bevorzugt fir mindestens 10 Minuten, oder zwischen 10 bis 120 Minuten,
bevorzugt zwischen 20 und 60 Minuten. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform finden hier
rekombinante Enzyme nicht-tierischer Herkunft Verwendung, um das Risiko einer

unerwiinschten Kontamination mit Kranheitsrerregern tierischen Ursprungs niedrig zu halten.

AnschlieBend werden die in Zellkultur wachsenden Zellen mit den erfindungsgeméRen
Nukleinsauren transfiziert. Ohne Zugabe transformierender Agentien kénnen die isolierten
bzw. bereitgestellten Chorionzellen nur ca. 4-6 Passagen kultiviert werden. Nach erfolgreicher
Integration und kontinuierlicher Expression von adenoviralen E1-Genen bzw. Telomerase wird
die Wachstumshemmung aufgehoben und der relative Anteil von transfizierten Zellen in der

Zellkultur steigt kontinuierlich an.

4 bis 8 Wochen, bevorzugt 6 Wochen nach Transfektion liegt der Anteil an E1-exprimierenden
Zellen bei etwa 15 bis 35 %, bevorzugt 25%. Wahrend dieser Zeit wird der Anteil an humanen

Serum im Kulturmedium bei 20% bis 40%, bevorzugt 30% gehalten.

Um eine reine Zellpopulation zu erhalten werden die Zellen subkloniert. Hierbei werden die
Zellen beispielsweise unter mikroskopischer Kontrolle in 96-well Platten vereinzelt, so dass
sichergestellt ist, dass eine neu auswachsende Zellpopulation aus einer einzelnen

Vorlauferzelle hervorgegangen ist.

Nach der Sub-Klonierung wird der Anteil an humanem Serum in der Kulturmedium
kontinuierlich reduziert um die Zellen letztendlich unter serumfreien Bedingungen kultivieren

zu kénnen.

Zu diesem Ziel ist nach der Sub-Klonierung in einer Ausflihrungsform vorgesehen, den Anteil
an humanem Serum in der Kulturmedium auf 15 bis 20%, und nach weiteren 2 bis 4,
bevorzugt 3 Wochen auf 7 bis 15, bevorzugt 10% reduziert wird. AnschlieBend sollte der
Anteil an humanem Serum in der Kulturmedium 2 bis 4 Wochen spater, bevorzugt 3 Wochen
spater auf 2,5 bis 7%, bevorzugt 5% reduziert werden, dann 2 bis 4 Wochen, bevorzugt 3
Wochen spater auf 1% bis 5%, bevorzugt 2,5%, und schlieBlich auf 0% reduziert werden. Von
diesem Zeitpunkt an werden die Zellen bevorzugt unter serumfreien Bedingungen (z. B. in
293-SFM (life technologies)) kultiviert.

Nach 5 bis 7 Monaten, bevorzugt 6 Monaten, liegt die Teilungsgeschwindigkeit der schnellsten
Klone bei bevorzugt 24-36 Stunden und die Immortalisierung ist abgeschlossen.
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Unter dem Begriff "Transfizieren" oder ,Transfektion“ wird hierin jedes Verfahren verstanden,
dass sich zum Einbringen der genannten Nukleinsdure(n) in die Zellen eignet. Als Beispiele
sind die Elektroporation, liposomale Systeme jeglicher Art und Kombinationen dieser
Verfahren zu nennen. Calciumphosphat-Coprézipitation kann eingesetzt werden. Bei dieser
Art der Transfektion wird die DNA in ein Gemisch aus Calciumchlorid und Natriumphosphat

eingebracht.

Bei der mindestens einen Nukleinséure, die die Expression der adenoviralen E1-Genprodukte
oder Telomerase bewirkt, kann es sich bevorzugt um genomische DNA, cDNA, synthetische
DNA, RNA und mRNA handeln. Vorzugsweise wird die Nukleinsdure in Form eines DNA-
Expressionsvektors verwendet. Beispiele hierfir sind integrative Vektoren, bakterielle
Plasmide, episomal replizierende Plasmide oder Mini-Chromosomen. Bevorzugt sind
Expressionsplasmide, die durch Transfektion in das Genom der Empfangerzelle zur

Integration gebracht werden.

Mit dem Ausdruck "mindestens eine Nukleinsdure" wird zum Ausdruck gebracht, dass die die
Expression bewirkenden Elemente sich sowohl auf einer und der gleichen Nukleinsdure als
auch auf verschiedenen Nukleinsduren befinden kénnen. Beispielsweise kdnnen getrennte
Nukleinsauren fiir die Expression der Genprodukte der E1A- und E1B-Regionen vorgesehen

sein.

In einer weiteren Ausfihrungsform ist das erfindungsgemafe Verfahren dadurch
gekennzeichnet, dass zusétzlich zu adenoviralen-E1-Genen das Gen fiir den CAR-Rezeptor

exprimiert wird.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung einer immortalen
Chorionzelllinien, bei dem das zur Immortalisierung verwendete Gen (z.B. adenovirus E1-
Gene oder Telomerase) durch gezielte homologe Rekombination an den Genort eines
Tumorsuppressorgens (z.B. p53 oder Rb) und dieses durch das Integrationsereignis

ausschaltet.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren zur
Herstellung einer immortalen Chorionzelllinien, bei dem die expressionssteuernden Elemente
des Tumorsuppressorgens erhalten bleiben, so dass die mit dem Verlust des
Tumorsuppressorgens reflektorisch gesteigerte Promoterleistung zur Expression des

Transgens (z.B adenovirale E1-Gene oder Telomerase) genutzt wird.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren zur
Herstellung immortaler Chorionzelllinien, das dadurch gekennzeichnet ist, dass zur Insertion
des Transgens DNA-Sequenzen genutzt werden, die homolog zu den das

Tumorsuppressorgen flankierenden genomischen Arealen sind.
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Die Erfindung betrifft daher eine immortalisierte humane Chorionzelllinie, welche durch das
erfindungsgemafe Herstellungsverfahren gewonnen wird. Die immortalisierte humane
Chorionzelllinie kann ggf. durch eines oder mehrere der Verfahrensmerkmale oder
entsprechende Strukturmerkmale, die im Zusammenhang mit dem Verfahren offenbart sind,
gekennzeichnet werden.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der erfindungsgemafen immortalisierten
humanen Chorionzelllinie zur Herstellung von rekombinanten Proteinen und/oder
medizinischen Wirkstoffen.

Demgemal ist ein Verfahren zur Herstellung von rekombinanter Proteine vorgesehen,
welches auf Basis der immortalisierten humanen Chorionzelllinie durchgefiihrt wird, wobei die
Zellen eine geeignete Expressionskassette enthalten, die ein oder mehreren E1-Gene eines
Adenovirus und/oder eine Telomerase kodieren.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist das rekombinante hergestellte Protein

ein humanes Protein.

Als rekombinantes Protein kann im Wesentlichen jedes beliebiges Protein exprimiert werden.
Insbesondere sind medizinische relevante humane Proteine bevorzugt. Beispiele fiir
menschliche rekombinante Proteine sind menschliches Wachstumshormon (rHGH),
menschliches Insulin (BHI), Follikel-stimulierendes Hormon (FSH), Faktor VIII Kogenate,
Erythropoietin (EPO), Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF), Filgrastim, alpha-
Galactosidase A alpha-L-lduronidase (rhIDU; laronidase), N-Acetyl-4-Sulfatase (rhASB,;
Galsulfase), Gewebe-Plasminogen-Aktivator (TPA), Glucocerebrosidase, Interferon (IF) oder
Interferon beta-1b, oder Insulindhnlichen Wachstumsfaktor 1 (IGF-1).

Die erforderlichen Methoden fiir die Expression und Isolierung eines rekombinant
hergestellten Proteins sind einem Fachmann auf dem Gebiet der Proteinexpression oder

Molekularbiologie bekannt.

Die erfindungsgeméfRe Chorion-Zelllinie eignet sich neben ihrer Verwendung zur Herstellung
von Gentransfervektoren im allgemeinen insbesondere zur Herstellung von adenoviralen
Vektoren, die durch Deletionen der E1A- und E1B-Gene charakterisiert sind. Ein weiterer
Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Adenoviren
unter Verwendung der erfindungsgemafen immortalisierten humanen Chorionzelllinien. In
einer bevorzugten Ausflihrungsform sind die rekombinanten Adenoviren E1/E3 deletierte
Adenoviren.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung von Genen der adenoviralen E1-Region zur
Immortalisierung einer Chorionzelle, wobei die Gene der adenoviralen E1-Region eine
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Sequenzidentitat zu sog. E1-deletierten Adenoviren von weniger als 90%, bevorzugt weniger
als 70% Sequenzidentitat, weiterhin bevorzugt weniger als 50% Sequenzidentitét, aufweisen,
um das Risiko einer unerwiinschten Rekombination zwischen den E1-deletierten Adenoviren
und Genen der adenoviralen E1-Region zu minimieren.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass die Gene der
adenoviralen E1-Region keine ausreichende Sequenzhomologien zu sog. E1-deletierten
Adenoviren aufweisen, um eine Rekombination zwischen den E1-deletierten Adenoviren und
Genen der adenoviralen E1-Region zu ermdglichen.

Auf diese Weise werden das Risiko einer unerwiinschten Rekombination und die Entstehung
von Wildtypviren minimiert. Geman dieser Ausflihrungsform kann eine ausreichende
Homologie (bzw. Sequenzidentitat) durch RoutinemaRnahmen festgestellt werden. Ein
Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiologie ist in der Lage zu priifen, ob durch eine
gewisse Sequenzidentitat die Wahrscheinlichkeit einer Rekombination reduziert wird.

Beispielsweise kdnnen die Nukleinsduresequenzen verédndert werden, ohne die
Aminoséduresequenz des kodierten Proteins zu dndern. Degenerierten Codons und somit die
Redundanz des genetischen Codes kénnen hierflir verwendet werden. Hierdurch kénnen die
Risiken einer Rekombination minimiert werden, ohne funktionelle Anderungen des Proteins
hervorzurufen.

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren, bei welchem durch homologe Rekombination
adenovirale E1-Gene in einer Weise in das Genom der (Chorion-) Zielzelle eingefiihrt werden,
die gleichzeitig zur einer Inaktivierung einzelner Tumorsuppressorgene fiihrt und auf diese
Weise in einem verkirzten Zeitraum und in einem hdheren Anteil zur Immortalisierung und
Transformation von Zielzellen beitrdgt. Bevorzugt ist ein Verfahren, in dem das zur
Immortalisierung verwendete Gen (z.B. adenovirus E1-Gene oder Telomerase) durch gezielte
homologe Rekombination an den Genort eines Tumorsuppressorgens (z.B. p53 oder Rb) und

dieses durch das Integrationsereignis ausschaltet.
BEISPIELE UND DETAILLIERTE ERLAUTERUNG DER ERFINDUNG

Die Erfindung wird weiter durch die folgenden Beispiele beschrieben. Diese betreffen
mogliche und zum Teil bevorzugte Ausfiihrungsformen der Erfindung und sollen nicht den
Umfang der Erfindung beschrénken.

Anatomische Lage und physiologische Bedeutung des Choriongewebes

Das Amnion (Amnios, auch Schafshauit) ist die diinne, gefdRlose innerste Eihaut und damit
Teil der Fruchtblase der Amnioten (Reptilien, Végel und Saugetiere). Das Chorion
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(Zottenhaut) bildet die mittlere und die Dezidua (Siebhaut) die duRere Eihaut. Das Chorion ist
der dulere Anteil der beiden embryonalen Lagen der Fruchtblase, wéhrend die Dezidua zum
maternalen Anteil der Fruchtblase gehort. Das Chorion besteht aus dem extraembryonalen
Mesoderm und dem Trophoblasten und bildet den kindlichen, bzw. embryonalen Anteil der
Plazenta, wéhrend das Amnion das innerste einschichte Epithel der Fruchtblase vorstellt und
zu einem wesentlichen Anteil fur die Produktion des Fruchtwassers verantwortlich ist.

Amnion und Chorion unterscheiden sich sowohl von ihrer anatomischen Lokalisation, von ihrer
Funktion und von ihrem genetischen Expressionsprofil her. Das Choriongewebe stellt den
Hauptanteil des embyonalen Plazentagewebes dar und trégt die Hauptlast des Stoffwechsels
zwischen Mutter und Kind. Uber das Choriongwebe wird das Embryo mit Néhrstoffen und
Wachstumsfaktoren versorgt. Seinen vielfaltigen physiologischen Funktionen entsprechend
sind Chorionzellen dhnlich der Leber in der Lage eine groRe Zahl von Hormonen (wie
humanes Choriongonadotropin (HCG), schwangerschafts-assoziiertes Protein A (PAPP-A)
humanes Plazentalaktogen (hPL), plazentares corticotropin Releasing-Hormon),
Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren (Myostatine, Endogline, proangiogenetischer
Plazentawachstumsfaktoren), immunologische Abwehrstoffen (wie Defensine,
Leukozytenproteaseinhibitoren, Elafine), Enzyme oder gerinnungs-modulierende Faktoren

(Faktor Vll-aktivierende Protease, Faktor XllI) und viele weitere Proteine zu produzieren.

Die unterschiedliche anatomische Lage erfordert im Rahmen der humangenetischen
Diagnostik auch eine unterschiedliche Art und Weise der Probengewinnung (entweder mittels
Amniozentese oder Chorionzottenbiopsie). Ferner fallt Choriongewebe im Rahmen von
Schwangerschaftsabbriichen an. Wéahrend der Fotus bei einem Schwangerschaftsabbruch
unweigerlich verloren geht, bleibt das Choriongewebe Uber l&dngere Zeit vital, woraus sich
wiederum die Chorionzellen gewinnen lassen. Bedingt durch die unterschiedliche
anatomische Lage entnimmt man bei der Amniozentese Fruchtwasser per Spritze und
zentrifugiert die darin schwimmenden Ammniozyten ab. Chorionzellen gewinnt man auf diese
Weise nie, da sich keine Chorionzellen im Fruchtwasser befinden. Am deutlichsten wird der
Unterschied zwischen der Eihaut (Amnion) und dem darunterliegenden Chorion nach der
Entbindung. Die glanzende dem Kind zugewandte Seite der Plazenta ist die diinne Eihaut
(Amnion), die von der Plazenta durch einfachen Zug abgeldst werden kann. Darunter kommt
das Choriongewebe zur Darstellung. Auch wenn Amnion- und Chorionzellen in Zellkultur
morphologische Ahnlichkeiten aufweisen unterscheiden sie sich in ihrem Expressionsprofil.
Das Chorion bildet den sog. Trophoblasten und von Amnionzellen durch die Héhe und das
Expressionsprofil von sog. Trophoblastenmarkern wie CDX2, alpha- und B-HCG. EOMES,
EpCam/TROP1, ERR beta/NR3B2, FGF-4 und TROP-2 (Plouzek et al. Placenta 1993
14(3):277-85, Fariha Cytotherapy 2011 13(5): 582-93, Portmann-Lanz et al. Am. J. Obstet.
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Gynecol. 2006;194:664-73, Simat et al. Med. J. Malaysia 2008; 63:53-4, Poloni et al.
Cytotherapy 2008;10; 690-7,).

Choriongewebe ist daher ein biologisches Material das verfligbar wird, ohne dass Embryonen
getotet werden miissen. Auch durch die im Rahmen einer Schwangerschaftsdiagnostik haufig
durchgefiihrte Chorionzottenbiopsie, auch Chorionbiopsie genannt, ist derartiges Material
grundsétzlich und ohne moralisch-ethische Komplikationen verfligbar. Die
Chorionzottenbiopsie ist eine Untersuchungsmethode der pranatalen (= vorgeburtlichen)
Diagnostik. Bereits sehr friih in der Schwangerschaft (10. bis 12. Schwangerschaftswoche)
kann diese Diagnosemethode Aufschluss liber bestimmte Stoffwechselerkrankungen und
Chromosomenschéaden beim Ungeborenen geben.

Das zottige Choriongewebe ist die Vorstufe des Mutterkuchens. Es enthélt — in der Regel —
die gleichen Erbinformationen wie die Kérperzellen des Embryos. Die Gewinnung der Zellen
erfolgt fir gewodhnlich zwischen der 10. und 12. Schwangerschaftswoche. Es sind zwei Arten
moglich, um die Chorionzotten zu entnehmen: (a) Transabdominale Methode: Unter
Ultraschallkontrolle wird durch die Bauchdecke der Schwangeren eine Nadel in die Plazenta
vorgeschoben und Gewebe entnommen (= Punktion), (b) Transzervikale Methode: Ein diinner
Schlauch (Katheter) wird liber die Vagina und den Gebarmuttermund in die Plazenta (=
Mutterkuchen) geflihrt und Choriongewebe entnommen. Die transabdominale Methode wird
aufgrund der geringeren Risiken heutzutage bevorzugt. Die im Rahmen einer Biopsie
entnommenen Gewebeproben enthalten ca. 20 bis 30 Milligramm Chorionzotten.

Zur Gewinnung und Isolierung natiirlicherweise von Chorionzellen produzierter kérpereigener
Proteine und Wirkstoffe, als auch zur Nutzung als Produktionsplattform flir rekombinante
Proteine (Antikérper, Gerinnungsfaktoren, Impfstoffe, Hormone etc.) sind Chorionzellen
gegenliber anderen embryonalen Geweben in besonderer Weise geeignet, da die Produktion
von Wachstums- und Néahrstoffen zu ihrer physiologischen Bestimmung gehért.

Ein Uberraschende Aspekt der Erfindung besteht in der Nutzung von Choriongewebe zur
Etablierung neuer humaner Zelllinien, die dhnlich wie Amnionzellen auf unkritische Weise im
Rahmen der humangenetischen Diagnostik zugéanglich werden, sich aber nicht nur durch eine
andere anatomische Lage, sondern auch einen anderen funktionellen Hintergrund und ein
unterschiedliches Expressionsprofil von Amnionzellen unterscheiden.

Eine Chorionzottenbiospie kann in der Regel friiher als eine Amniozentese durchgefiihrt
werden (da fiir die Amniozentese eine erst gewisse Menge an Fruchtwasser vorhanden sein
muR). In der friihen Embryonalentwicklung weist Choriongewebe eine erhéhte Anfélligkeit fiir
neoplastische Entwicklungsstérungen (Blasenmole, Chorionkarzinom) durch
Chromosomenfehlverteilungen auf, was ein Hinweis auf eine erhdhte Transformationsneigung
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ist und den Versuch einer absichtsvollen Transformation bzw. Immortalisierung (z.B. durch die
stabile Expression adenoviraler E1-Gene) erleichtert. Aufgrund seiner physiologischen
Bedeutung bei der nutritiven Versorgung des Embryos und seinen vielféltigen
Syntheseaufgaben, eignen sich Choriongewebe in besonderer Weise zur Etablierung von
Zelllinien fur die Produktion rekombinanter Wirkstoffe und Proteine.

Die Immortalisierung bzw. Transformation von Chorionzellen durch stabile Transfektion eines
oder mehrerer fiir den Menschen ungeféhrlicher Transgene (z.B. adenovirale E1-Gene)
ermdglicht den Zugang zu neuen humanen Zelllinien, die sich durch einen hohes biologisches
Sicherheitsprofil auszeichnen und in besonderer Weise flir die Herstellung rekombinanter
Wirkstoffe geeignet sind.

Immortalisierung primarer humaner Zellen durch Nutzung adenoviraler E1-Gene

Adenoviren sind eine relativ homogene Guppe von Viren, die durch ein ikosahedisches Kapsid
charakterisiert sind, das hauptséachlich aus den viral-kodierten Hexon-, Penton- und Fiber-
Proteinen, sowie einem linearen, doppelstrangigen DNA-Genom mit einer Gréf3e von etwa 36
Kilobasen (kb) besteht. Das virale Genom enthélt an den Enden die Invertierten Terminalen
Wiederholungssequenzen (ITRs), bei denen es sich um den viralen Replikationsursprung
handelt. Ferner befindet sich am linken Ende des Genoms das Verpackungssignal, das fiir die
Verpackung des viralen Genoms in die Viruskapside im Verlauf eines Infektionszyklus
erforderlich ist. Adenoviren sind von vielen Spezies isoliert worden. Es gibt mehr als 40
verschiedene menschliche Serotypen, basierend auf zwischen den verschiedenen Serotypen
diskrimierenden Parametern wie Hdmagglutination, Tumorigenitat und DNA-
Sequenzhomologie (Wigand et al., in: Adenovirus DNA, Doerfler Hrsg., Martinus Nijoff
Publishing, Boston, S. 408-441, 1986). Adenovirale Vektoren sind bisher meist von den
Serotypen 2 (Ad2) und 5 (Ad5) abgeleitet. Infektionen durch Ad2 und Ad5 sind endemisch
beim Menschen. Ad2 und Ad5 sind im Menschen nicht onkogen und haben eine gute
Sicherheitsdokumentation, da in den USA erfolgreich und komplikationslos Vakzinierungen an
militdrischem Personal durchgefiihrt wurden (Pierce et al., Am. J. Epidemiol. 87, 237-246,
1968).

E1a ist das erste virale Gen, das nach Erreichen des Zellkern durch das virale Chromosom
exprimiert wird. Das E1a-Gen kodiert fiir die 12S- und HS-Proteine, die durch alternatives
SpleiRen der E1a-RNA gebildet werden. Die E1A-Proteine aktivieren die Transkription einer
Reihe von zellularen und viralen Genen durch Interaktion mit Transkriptionsfaktoren. Die
Hauptfunktionen von E1a sind a) die Aktivierung der anderen friihen viralen Funktionen E1b,
E2, E3 und E4 und b) die Induktion ruhender Zellen, in die S-Phase des Zellzyklus
einzutreten. Die alleinige Expression von E1A fiihrt zum programmierten Zelltod von Zellen
(Apoptose).
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E1B ist eines der friihen viralen Gene, die durch E1a aktiviert werden. Das E1b-Gen kodiert
fur das EIB-55-kD-Protein und das EIB-19-kD-Protein, die durch alternatives Spleil3en der
E1b-RNA entstehen. Das 55-kD-Protein moduliert die Progression des Zellzyklus durch
Interaktion mit dem p53-Tumorsuppressorgen, ist involviert in die Verhinderung des
Transports zellularer mMRNA spét wahrend der Infektion, und verhindert die ElA-induzierte
Apoptose von Zellen. Das E1b-19-kD-Protein ist ebenfalls flir die Verhinderung der EIA-

induzierten Apoptose von Zellen wichtig.

Alle humanen Adenoviren sind in der Lage, Zellen in der Zellkultur zu transformieren. Fir die
Transformierung ist in der Regel die Ko-expression von E1a und E1b bevorzugt. Eingebettet
in die E1b-Transkriptionseinheit ist das Protein IX-Gen, das fiir eine Strukturkomponente des
viralen Kapsids kodiert. Die Gene der sog. early region 1 (E1-Region) von Adenovirus Serotyp
5 (E1a, E1b1, E1b2) sind nach aktuellem Stand der Forschung nicht tumorogen fiir den
Menschen. Im Unterschied dazu ist das krebsauslésende Potential andere viraler Gene, wie
z.B. das der HPV-Onkogene E6 und E7 oder das des SV40 Virus (SV40 T-Antigen) unstrittig.
Die Nutzung von Genen der adenoviralen E1-Region ist daher ein Weg Zellen zu
immortalisieren, der das Risiko unerwiinschter Kontaminationen eines rekombinanten

Produktes mit sicherheitsrelevanten Onkogenen sehr niedrig halt.

Neben der Produktion rekombinanter Proteine sind Zelllinien, die durch stabile Transfektion
adenoviraler E1-Gene immortalisiert worden sind, zur Produktion rekombinanter sog. E1/E3
deletierter Adenoviren geeignet, da die in den Viren deletierten Gene bzw. Genfunktionen in

diesem Fall durch die Verpackungszelle funktionell komplementiert werden kann.

Adenovirale Vektoren der ersten Generation (Gilardi et al., FEBS Letters 267, 60-62, 1990;
Stratford-Perricaudet et al., Hum. Gene Ther. 1, 241-256, 1990) sind durch Deletionen der
E1a- und E1b-Gene, und/oder des E3-Gens, charakterisiert. E1a und E1b haben
transformierende und transaktivierende Eigenschaften. Ferner ist E1a flr die Aktivierung
viraler Gene und E1b fiir die Akkumulation viraler Transkripte erforderlich. In einigen Vektoren
ist auRerdem E3 deletiert, um die Kapazitét fir die Aufnahme fremder DNA zu erhéhen. E3 ist
fur die Herstellung von Adenoviren in der Zellkultur entbehrlich. Die Kapazitat fiir die
Aufnahme fremder DNA betrégt etwa 8 kb. Adenovirus-Vektoren der ersten Generation sind
bisher Uberwiegend in 293-Zellen produziert worden (siehe unten), die den E1A- und E1B-

Defekt der Vektoren komplementieren.

Adenovirale Vektoren der zweiten Generation sind durch Deletionen von E2 und/oder E4
zusatzlich zu Deletionen von E1a und E1b charakterisiert (Engelhardt et al., Proc. Natl. Acad.
Sei., USA 91, 6196-6200, 1994; Yang et al., Nature Genet., 7, 362-367, 1994; Gorziglia et al.,
J.Virol. 70, 4173-4178,1996; Krougliak und Graham, Hum. Gene Ther. 6, 1575-1586, 1995;
Zhou et al., J. Virol. 70, 7030-7038, 1996). In einigen Vektoren ist auerdem E3J deletiert, um
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die Kapazitat fur die Aufnahme fremder DNA zu erhéhen. Adenovirale Vektoren der zweiten
Generation wurden entwickelt, um die Transkription von viralen Genen und die Expression
viraler Proteine weiter zu reduzieren und um somit die antivirale Immunantwort weiter zu
verringern. Die Kapazitét fir die Aufnahme fremder DNA ist gegenliber adenoviralen Vektoren
der ersten Generation nicht wesentlich erhéht. Adenovirus-Vektoren der zweiten Generation
werden in Zelllinien produziert, die zusétzlich zu E1a und E1b den jeweiligen Defekt (E2

und/oder E4) komplementieren.

Die Kapazitat fir die Aufnahme fremder DNA betragt etwa 37 kb, da der weit liberwiegende
Teil des adenoviralen Genoms entfernt ist. Es sind verschiedene Systeme zur Herstellung
adenoviraler Vektoren groRer DNA-Kapazitdt beschrieben worden (Kochanek et al., supra;
Parks et al., Proc. Natl. Acad. Sei. USA 93, 13565-13570, 1996; Hardy et al., J. Virol. 71,
1842-1849, 1997). Der Vorteil dieser adenoviralen Vektoren mit groer DNA-Kapazitat im
Vergleich zu adenoviralen Vektoren der ersten und zweiten Generation liegt in der gréReren
Kapazitéat fur die Aufnahme fremder DNA und in einer geringeren Toxizitat und Immunogenitét
(Schiedner et al., Nature Genet. 18, 180-183, 1998; Morral et al., Hum. Gene Ther. 9, 2709-
2716, 1998).

Bei der Konstruktion dieser in der Medizin verwendeten rekombinanten,
replikationsdefizienten Adenoviren wird die E1-Region durch ein therapeutisches Gen
ausgetauscht. Die Herstellung dieser rekombinanten, ein therapeutisch wertvolles Gen
tragenden Viren, erfolgt z.B. durch Kotransfektion eines sog. Helfer- oder Transferplasmides,
bei dem das Transgen an beiden Seiten von zum Virusgenom homologen Bereichen flankiert
wird. Die Entstehung eines rekombinanten Virus setzt eine homologe Rekombination
zwischen Transferplasmid und viralem Genom voraus. Beide Plasmide kdnnen fiir sich allein
keine Adenoviren generieren. Kommt es jedoch zuféllig zur Kotransfektion einer 293-Zelle mit
den beiden Plasmiden, kann es zu einem Austausch der genetischen Information durch
Cross-over, einer homologen Rekombination kommen. Daraus entstehen rekombinante, E1-
und E3-deletierte Adenoviren, die das therapeutische Gen beinhalten. Um hohe
Konzentrationen des Virus flir Therapiestudien zu erreichen, werden diese Adenoviren, die in
normalen Zellen nicht replikationsféhig sind, in der 293 Helfer-Zelllinie vermehrt. Diese Zellen
enthalten die fehlende E1-Region stabil in ihrem Genom integriert, stellen das Genprodukt fiir
die Virusreplikation zur Verfligung und ermdéglichen so die Amplifikation des rekombinanten
Adenovirus. Diese Adenoviren kénnen in keinem anderen zellularen System replizieren.

Bei den therapeutischen Genen, die von in transformierten Chorionzellen, d.h. einer imortalen
Chorionzelllinie, produzierten Vektoren (z. B. E1/E3 deletierter Adenoviren) kodiert und
exprimiert werden kénnen, kann es sich z. B. um jede beliebigen Muskelproteine,
Gerinnungsfaktoren, Membranproteine oder Zellzyklusproteine handeln. Beispiele fiir
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Proteine, die von in transformierten Chorionzellen hergestellten Vektoren exprimiert werden
kénnen, sind Dystrophin (Hoffman et al., Cell 51, 919, 1987, Faktor VIl (Wion et al., Nature
317, 726 1985, Zystische Fibrose Transmembran Regulator Protein (CFTR) (Anderson et al.,
Science 251, 679, 1991, Omithin-Transcarbamylase (OTC) (Murakami et al., J. Biol. Chem.,
263, 18437, 1988, Alphai -Antitrypsin (Fagerhol et al., in: Hum. Genet., Bd. 11, Harris Hrsg.,
Plenum, New York, S.I, 1981. Die Gene, die fir Proteine kodieren, sind bekannt und kénnen
aus genomischen oder cDNA-Banken kloniert werden. Ein Beispiel fiir ein weiteres Gen,
welches von Vektoren exprimiert werden, die in transformierten Chorion hergestellt werden
kénnen, ist das Thymidin-Kinase-Gen von Herpes simplex-Virus (HSV) Typ | zur Therapie von

Tumorerkrankungen.

Vektoren, die in transformierten Chorionzellen hergestellt werden, kénnen zuséatzlich zum
therapeutischen Gen ein beliebiges Reporter-Gen enthalten, um die Expression des Vektors
besser verfolgen zu kénnen. Beispiele von Reporter-Genen sind im Stand der Technik
bekannt und schlieen z.B. das R-Galaktosidase-Gen ein (Fowler et al., Proc. Natl. Acad. Sei.
USA 74, 1507, 1977). Vektoren, die in transformierten Chorionzellen hergestellt werden
kénnen, kbnnen mehr als ein einzelnes Gen enthalten. Die maximale Zahl an Genen, die in
solchen Vektoren produzierten werden kénnen, hédngt von der Aufhahmekapazitat des

jeweiligen Vektors und von der Gengréf3e ab.

Die erfindungsgeman hergestellte Zelllinie eignet sich auch zur Expression von zur
Immortalisierung geeigneter Gene, insbesondere adenoviraler E1-Gene.

Freiheit von Pathogenen tierischen Ursprungs

Die Kultivierung und Immortalisierung der Chorionzellen erfolgt ausschlielich in Abwesenheit
von Materialien tierischen Ursprungs. Es werden bei der Kultivierung bevorzugt ausschlief3lich
Kulturmedien verwendet, die nur humane Seren, bzw. rekombinante Proteine oder weitere
Komponenten (Wachstumsfaktoren, Insulin, rekombinantes Trypsin etc.) nicht-tierischen

Ursprungs enthalten.

Alle Produkte, die mit Hilfe dieser Zelllinie produziert werden (therapeutische Proteine,

Impfstoffe, rekombinante Viren, Hormone) sind frei von Pathogenen tierischen Ursprungs.

Verfahren zur Inmortalisierung durch homologe Rekombination in Tumorsuppressor-
Genorte

Diese Anmeldung beschreibt im Weiteren ein Verfahren zur Immortalisierung, bei der die
transformierenden adenoviralen E1-Gene durch homologe Rekombination in das Genom der
Zielzelle eingebracht werden. Die homologe Rekombination erfolgt dabei bevorzugt in die
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Genorte von Tumorsuppressorgenen (inbesondere in die Genorte der Tumorsuppressorgene

p53 und des Retinoblastomgens (Rb)).

Durch die homologe Rekombination wird die Funktion dieser Tumorsuppressorgene
ausgeschaltet. Gleichzeitig erfolgt die Rekombination in einer Art und Weise, die die
expressionssteuernden Elemente der Tumorsuppressorgene, also die Promoterregion
oberhalb des Startcodons der Tumorsuppresssorgene und die polyAdenylierungsregion
unterhalb des Stopcodons der Tumorsupressorgene, intakt I1&3t. Durch diese Art der
Rekombination kann die nach Verlust des Tumorsuppressorgens reflektorisch gesteigerte
Promoterleistung (der Tumorsuppresorgene) flir die Expression der zur Immortalisierung
genutzen Gene (E1-Gene, Telomerase) genutzt werden.

Ublicherweise erfolgt die Integration von zur Immortalisierung von Zellen genutzen Gene
zuféllig in transkriptionsaktive des Genoms der Zielzelle. Aus den Erfahrungen bei der
Herstellung von knock-in oder knock-out M&usen, bei denen bestimmte Genfunktionen gezielt
an oder abgeschaltet werden sollen, ist bekannt, dass die Wahrscheinlichkeit einer gerichteten
Integration an einen bestimmte Genlocus im Genom dadurch gesteigert werden kann, daf®
das einzubringenden Gen von Gensegmenten flankiert wird, die zur Zielregion im Genom
homolog sind. Ublicherweise erfolgt die homologe Rekombination dann in einer Weise, in der
die zwischen den homologen Elementen liegenden Gene gegen die zuvor im Genom
integrierten Anteile ausgetauscht werden. Die unten stehende Figur 4 erldutert das Prinzip am
Beispiel der Integration in den p53 Genort. Grundsatzlich kann dieses Prinzip aber auf alle
Gene angewandt werden, deren Abschaltung zu einer Beschleunigung der Zellzyklus bzw. zu

einer Abnahme der Apotoseneigung (Apotose: innerer Zelltod) einer Zelle flihrt.

Die Nutzung dieses Verfahrens erhoht die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen
Immortalisierung insbesondere von Primérzellen humanen Ursprungs, da mit der stabilen
Integration des zur Immortalisierung genutzten Gens (z.b. adenovirale E1-Gene oder humane
Telomerase) gleichzeitig eine Tumorsuppressorfunktion der Zielzelle (z.B. p53 oder Rb)
ausgeschaltet wird. Grundsatzlich gilt, dass die Wahrscheinlichkeit einer homologen
Rekombination mit der Lange der flankierenden Bereiche korrelliert. Im Idealfall sollten die

homologen Anteile mehrere Tausend Basenpaare lang sein.

Eigene Untersuchungen zur Immortalisierung muriner Fibroblasten (NIH-3T3) haben gezeigt,
dass die Nutzung des beschriebenen Mechanismus zur Deletion von
Tumorsuppressorfunktionen die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Zelltransformation um

den Faktor 5-10 gegenliber der einfachen ungezielten stabilen Integration erhdht.

Tumorsuppressoren sind Proteine, die den Zellzyklus kontrollieren. Es handelt sich weniger
um die Bezeichnung einer Proteinfunktion als um eine physiologische Definition. Eine
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Mutation oder Deletion eines fiir einen Tumorsuppressor codierenden Gens
(Tumorsuppressorgens) erhéht die Wahrscheinlichkeit einer verbleidenden Zellteilung. In
diesem Sinne haben Tumorsuppressorgene eine vergleichbare Auswirkung bei Mutationen
wie Proto-Onkogene. Beispiele fiir Tumorsuppressoren sind: p16: Diese Proteinfamilie hemmt
die CDKs und verhindert so einen Ubertritt von der G1 zur S-Phase des Zellzyklus. p27:
Dieses Protein kontrolliert den Ubergang von GO zur G1-Phase des Zellzyklus und verhindert
diesen, wenn es vermehrt gebildet wird. Sowohl von Viren befallene Zellen férdern Uber einen
Gewebemediator (TGF-) die p27 Bildung, als auch benachbarte Zellen bei der
Kontaktinhibition. Rb: Rb umschliet normalerweise schalenartig den Transkriptionsfaktor
E2F, der zur Einleitung der S-Phase zwingend gebraucht wird. Durch Phosphorylierung 6ffnet
sich nach und nach die Hiille, und der Transkriptionsfaktor wird "freigelassen”. In Tumorzellen
ist das Gen fiir das RB-Protein in liber 60 % der Félle mutiert. Die Regulation (also der
Phosphorylierungsmechanismus) des RB-Proteins ist sogar in jeder Tumorzelle in irgendeiner
Weise gestort. Das p53: Dieses Protein sorgt in der Regel dafiir, dass sich eine Zelle nur dann
teilt, wenn ihr Erbgut auch intakt ist. Das Protein p53 ist in vielen Typen von entarteten Zellen
in erhéhter Menge messbar. Es ist auch in normal wachsenden Zellen vorhanden, aber in
ruhenden Zellen kaum oder gar nicht zu finden. In vielen Tumortypen ist das fiir p53
kodierende Gen mutiert. In manchen, aber nicht allen Tumoren scheint das Protein als
Tumorsuppressor zu wirken. p53 spielt eine Rolle bei der Regulation des Zellzyklus, wo es die

Aktivitdt einer Anzahl von Genen bremst. p53 ist in allen Wirbeltieren zu finden.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird p53 als Integrationstarget
verwendet, um die erfindungsgeméfe Transgene im Genom zu integrieren.

Die "homologe Rekombination" ist flir einen Fachmann bekannt und bezieht sich auf einen
Austausch zwischen zwei DNA-Sequenzregionen mit einer ausreichenden Sequenzidentitat.
Voraussetzung sind ,homologe®, ndmlich doppelstrangige DNA-Abschnitte mit einer
zueinander hohen Sequenzidentitat. "Homolog" kann auch so verstanden werden, als eine
hohe Sequenzidentitat oder -Ahnlichkeit in der Nucleotidsequenz. Homologen kénnen daher
mehr als eine 50%, 60%, 70%, 80%, oder bevorzugt mehr als 90% Sequenzidentitat zu
einander aufweisen. Die Erfindung umfasst daher die mégliche Anwendung einer
Sequenzspezifischen Rekombination, ndmlich eine gezielte (also nicht zuféllige) Integration
von DNA in ein Genom durch eine Rekombination. Rekombination ist in der Gentechnik weit
verbreitet und fir einen Fachmann auf dem Gebiet der molekularen Biologie gut bekannt. In
der Gentechnik stehen heute Werkzeuge zur Verfligung, mit deren Hilfe rekombinante DNA
kiinstlich hergestellt und in Organismen eingeschleust werden kann. Im Zuge einer Klonierung
kénnen DNA Sequenzen mit Restriktionsenzymen an spezifischen Erkennungssequenzen
geschnitten und mit Ligasen neu verkniipft. Haufig dienen Plasmide oder Viren als Vektoren,
um die rekombinante DNA in den Zielorganismus zu transferieren. Alternative zur
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konventionellen DNA-Klonierung mit Restriktionsenzymen und Ligasen sind auch bekannt, auf
homologer Rekombination basierende Technologien, wie das Recombineering
(Recombination-Engineering) und Kassettenaustauschverfahren. Die Anwendung solcher
Ublichen Methoden zur Durchfiihrung der Erfindung ist hiermit umfasst.

Sequenzvariante

Die Erfindung umfasst die Anwendung von Nukleinsduresequenzen, ein oder mehrere E1-
Gene eines Adenovirus und/oder Telomerase kodieren. Die Nukleinsduresequenzen sind

bevorzugt ausgewahlt aus der Gruppe umfassend:

a) ein Nukleinsduremolekiil umfassend eine Nukleotidsequenz gemaR SEQ ID NO. 1 oder
SEQ ID NO. 5;

b) ein Nukleinsduremolekiil, welches zu einer Nukleotidsequenz gemé&R a) komplementar ist,

c) Ein Nukleinsduremolekil, welches mit einer Nukleotidsequenz geman a) oder b) unter
stringenten Bedingungen hybridisiert (Hybridisierungsbedingungen sind einem Fachmann
bekannt, und sind z. B. in Sambrook, Molecular Cloning, Ed. 1-3, Cold Spring Harbor,
N.Y., beschrieben);

d) ein Nukleinsduremolekil umfassend eine Nukleotidsequenz, die eine ausreichende
Sequenzidentitat aufweist, um zu einer Nukleotidsequenz gemaf a), b) oder c)
funktionsanalog zu sein,

e) ein Nukleinsairemolekiil, das infolge des genetisches Codes zu einer Niikleotidsequenz
gemadl a) bis c) degeneriert ist; und

f) ein Nukleinsduremolekill gemaf einer Nukleotidsequenz nach a) bis e), welches durch
Deletionen, Additionen, Substitutionen, Translokationen, Inversionen und/oder Insertionen

modifiziert und funktionsanalog zu einer Nukleotidsequenz geméaR a) bis e) ist.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist die Anwendung einer
Nukleinsduresequenz vorgesehen, die eine ausreichende Sequenzidentitdt aufweist, um mit
der Nukleinsduresequenz gemaf Punkt a), b) und/oder c) funktionsanalog zu sein. Im Sinne
der Erfindung heif3t, um zu den genannten Nukleotidsequenzen bzw. mit diesen
Nukleotidsequenzen hybridisierenden Sequenzen funktionsanalog zu sein, dass die
Sequenzvariante sicher und effektiv die gewlinschte Immortalisierung der Chorionzellen
hervorrufen kénnen. Funktionsanaloge Sequenzen im Sinne der Erfindung sind alle
Sequenzen, die der Fachmann durch Routineversuche als gleichwirkend identifizieren kann.
In einer weiteren vorteilhaften Ausfiihrungsform der Erfindung weist das Nukleinsduremolekiil
mindestens 60 %, vorzugsweise 70 %, bevorzugt 80 %, ganz besonders bevorzugt 90 %,

Sequenzidentitat zu einem Nukleinsduremolekll gemaR Punkt a), b) und/oder c) auf.

Coexpression des CAR-Rezeptors
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Nahezu alle bekannten Viren bedienen sich bei der Infektion von S&dugerzellen der Hilfe von
Oberflachen-Rezeptoren, die von diesen Sadugerzellen natlrlicherweise exprimiert werden und
die im Kontext einer gesunden Zelle bestimmte physiologische Funktionen besitzen. Im
Rahmen einer Infektion binden die Viren zunéchst an die extrazelluldren Anteile dieser meist
membranstandigen Rezeptoren und gelangen dann im Rahmen natirlicher Mechanismen
(Endozytose) ins Innere der Zelle. Humane Adenoviren nutzen haufig den CAR-Rezeptor zur
Infektion. Die natlrliche Aufgabe des CAR-Rezeptors ist die Bindung an und die
Kommunikation mit anderen Zellen. Die Héhe der Expression des CAR-Rezeptors in
unterschiedlichen Geweben kann stark variieren, so findet man auf embryonalen Nervenzellen
eine hohe Zahl von CAR-Rezeptoren, wéhrend sie bei adulten Nervenzellen kaum noch
nachweisbar sind (Bergelson et al. Science 275 (5304): 1320-3 ).

Um Zelllinien zur Herstellung und Vermehrung von Adenoviren zu nutzen, ist es daher von
Vorteil, wenn diese Zellen eine erhdhte Dichte von CAR-Rezeptoren an ihrer Oberflache
tragen. Durch die erhohte Zahl von CAR-Rezeptoren steigt die Wahrscheinlichkeit, dass es
bei physischen Kontakt eines Virus mit einer Wirtszelle zu einer Infektion kommt, so dass in
der Folge geringere Menge von Viren nétig sind alle Zellen eines Kulturansatz zu infizieren.
Wir konnten zeigen, dass sich die Infizierbarkeit von Zielzellen durch die konstitutive

Expression des CAR-Rezeptors deutlich verbessern lasst.

Im Unterschied der Expression von E1-Genen, die flir die Etablierung und Aufrechterhaltung
des transformierten Zustandes einer Zelle essentiell sind, besitzt die CAR-Rezeptor
Expression keine Bedeutung flr die Zelltransformation. Dadurch droht immer die Gefahr, dass

das Gen bei Kultivierung und Vermehrung der Zelllinie wieder verloren geht.

Um einen Verlust des fiir die Infizierbarkeit einer Zelllinie hilfreichen CAR-Rezeptors zu
verhindern, wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Expression des CAR-Rezeptors
mit der Expression der E1-Gene in einer Weise verkniipft, die einen Verlust des CAR-

Rezeptors weitgehend unméglich macht.

Zum Ziel der Immortalisierung von Chorionzellen mit einem erhéhten CAR-Rezeptorbesatz,
wurden daher das CAR-Rezeptorgen und die adenoviralen E1-Gene in einer Weise
miteinander verkniipft, die sicherstellt, dass E1-Gene und der CAR-Rezeptor immer
gemeinsam exprimiert werden. Dieses Ziel wird durch folgende Anordnung von Genen und
expressionssteuerenden Elementen erreicht. Direkt unter dem Promoter (homologe Bereiche)
liegt zunachst das Gen fiir den CAR-Rezeptor, das von dem vollstdndigen Genen der
adenoviralen E1-Region gefolgt wird. Zwischen den beiden Genen liegt eine sog.
interribosomal entry site (IRES-site). Wird diese Expressionskassette stabil in das Genom
einer Wirtzelle eingebaut, erfolgt die Expression der Gene notwendigerweise immer
gemeinsam, da zundchst nur ein sog. Primértranskript (nur eine mRNA) gemacht wird, die
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aber sowohl liber den 5’ untranslatierten Anteil der mRNA als auch Uber die IRES-Sequenz an
das Ribosom binden kann, was dazu fiihrt, dass aus nur einem mRNA Strang zwei
verschiedene Proteine hergestellt werden. An Stelle einer sog. IRES-site kénnen zum
gleichen Ziel aus sog. selbstspaltenden Sequenzen eingefiihrt werden, die zu auch zur
Expression zweier verschiedener Genprodukte fiihrt (siehe Fig. 5).

AUSFUHRUNGSBEISPIEL

Immortalisierung von Chorionzellen:

Es wurde zunéchst ein Plasmid zur Synthese in Auftrag (gene art) gegeben, dass 1000
Basenpaare der upstream-Region und 1000 Basenpaare der downstream-Region des Gens
far humanes p53 trégt. Zwischen diese beiden p53-flankierenden Sequenzen wurde im
nachsten Schritt ein Genfragment aus dem Genom des humanen Adenovirus Serotyp 5
Genom gesetzt. Das Genfragment umfasst die Basenpaare 438 — 3510 des adenoviralen
Wildtypgenoms. Am 5’ Ende dieser Sequenz liegt ein kurzes Anteil des E1-A Promoters
(Position 438 - 559) und ab Base 560 die fiir E1-Gene codierenden Anteile. Am 3’ Ende wurde
ein zusatzliche poly-Adenylierungsignal eingesetzt (poly-A aus bovinem Wachstumshormon).
In Figur 6 wird das p53-Ad5-E1 (final)-Plasmid dargestelit.

Vor der Transfektion auf Chorionzellen wurde das Plasmid mit dem Restriktionsenzym EcoRlI
geschnitten, wodurch unerwiinschte Sequenzanteile (Ampicillin-Reistenz und die Ansatzstelle
fur bakterielle DNA-Polymerase, das sog. origin of reolication (ori)) aus dem Plasmid
herausfallen (siehe Plasmidkarte; Fig. 6). Die beiden Genfragmente wurden auf einem
Agarosegel (0,8%) aufgetrennt und das gewiinschte 5321 Basenpaar lange Segment
herausgeschnitten und aufgereinigt.

Das Einbringen der DNA auf Chorionzellen erfolgte durch Calciumphosphat-Coprazipitation.
Bei dieser Art der Transfektion wird die DNA in ein Gemisch aus Calciumchlorid und
Natriumphosphat eingebracht. Bei dieser Reaktion féllt Calciumphosphat als unlésliches Salz
aus, das an seiner Oberflache negativ geladene DNA Molekiile bindet. Die unldslichen
Calciumphosphat-DNA Komplex sinken unter dem Einfluss der Schwerkraft auf den Boden
der Kulturschale auf die zu tranfizierenden Zellen und werden (iber Endozytose in das Zytosol
der Zelle aufgenommen und von dort in den Kern geschleust.

Préparation der Chorionzellen:

Als Quelle fur priméare Chorionzellen dient zum einen Uberschiissiges Choriongewebe, das
nach Chorionzottenbiopsie anfillt, als auch das im Rahmen eines nattirlichen Abortes und der

sich anschlieRenden humangenetischen Diagnostik anfallenden Gewebe.
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Hierzu werden zunachst unter mikroskopischer Sicht und moglichst sterilen Bedingungen
mutterliche Gewebe Anteile abprépariert. Das Gewebe wird dann in Medium (DMEM)
zunéchst fur ca. 30 Minuten einem enzymatischen Verdau mit Trypsin/EDTA (0,05%) und
bevorzugt anschlieBend einem ca. 60 minilitigem Verdau mit Collagenase unterzogen. Um
jeden Kontakt mit tierischen Produkten zu vermeiden, wird humanes recombinantes Trypsin
(aus E.coli, Biozol), sowie recombinantes Collagen (aus Clostridium perfrigens, Sigma-Aldrich)
verwendet. Die Geschwindigkeit des enzymatischen Verdaus soll etwa alle 10 Minuten
mikroskopisch kontrolliert werden, da eine zu lang andauernde Inkubation die Viabilitat der
Zellen herabsetzt und ein zu kurzer Verdau die Ausbeute verringert und nur eine
ungeniigende Menge an Zellen aus dem Gewebeverband freisetzt. Durch leichte
mechanische Irritation (Beklopfen des Falconréhrchens) kann der Vorgang der Zellfreisetzung
unterstitzt werden. Nun werden die in dieser Weise freigesetzten Zellen zweimal gewaschen
und in DMEM-Kulturmedium (ohne tierische Zuséatze) aber unter Zugabe von 30% humanem
Serum kultiviert. Nach 24 Stunden erfolgt ein Mediumwechsel und die toten Zellen werden
abgetrennt, da sie das Wachstum der sich am Boden der Kulturschale anhaftende Zellen

beeintrachtigen kénnen.

Die Kultivierung der Zellen erfolgt zunachst in 6-well Platten (9 cm? pro well). Nachdem die
Chorionzellen ca. 70% konfluent gewachsen sind, wird 10 pg vorgeschnittene DNA (nach
EcoRI Verdau) durch Calciumtransfektion (in 200 pl Transfektionspuffer) gleichmafig in das
Zellmedium eingetropft. Die GroRe der Calciumkristalle kann unter dem Mikroskop kontrolliert
werden (je kleiner umso besser). Nach 6 Stunden und nach 24 Stunden wird das Medium
gewechselt und die Zellen jeweils einmal sanft mit Medium gewaschen. LaRt man das

Transfektionsgemisch zu lange auf den Zellen, stirbt ein zu groRer Teil der Zellen ab.

Nun werden die Zellen weiter kultiviert und nach ca. 1 x pro Woche gesplittet (1:3).
Chorionzellen wachsen nur langsam, allerdings erkennt man bereits nach 10 -14 Tagen, dass
innerhalb der Gesamtpopulation kleine Herde von Zellen entstehen, die etwas kleiner
erscheinen, sich aber durch eine héhere Wachstumsgeschwindigkeit auszeichnen. Ohne
Zugabe transformierender Agentien kann man Chorionzellen nur Uber 4-6 Passagen
kultivieren, danach sistiert das Wachstum fast vollstédndig. Nach erfolgreicher Integration und
kontinuierlicher Expression von adenoviralen E1-Genen ist die Wachstumshemmung
aufgehoben und der relative Anteil von erfolgreich transfizierten Zellen in der Zellkultur steigt

kontinuierlich an.

6 Wochen nach Transfektion liegt der Anteil an E1-exprimierenden Zellen bei etwa 25%.

Waéhrend dieser Zeit wird der Anteil an humanen Serum bei 30% gehalten.

Nun erfolgt eine Subklonierung der Zellen. Zu diesem Zweck werden die Zellen in einer 96-
well Platte so stark vediinnt, dass bei mikroskopischer Kontrolle in einzelnen wells nur noch
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eine Zelle nachweisbar ist. Um den Zellen in dieser Phase die Proliferation zu erleichtern, wird
zur weiteren Kultivierung noch Zellkulturiiberstand aus der Bulk-Kultur zugesetzt (der noch
stimuliernde Wachstumsfaktoren enthallt). Unter diesen Bedingungen l&sst sich aus einzelnen
Zellen wieder ein kompletter Gewebeverband heranziehen.

Im néchsten Schritt wird alle 3 Wochen der Anteil an humanem Serum auf 20% und nach
weiteren 3 Wochen auf 10%, dann auf 5%, auf 2,5% und schlie3lich auf 0% reduziert. Von
diesem Zeitpunkt an werden die Zellen unter serumfreien Bedingungen in 293-SFM (life
technologies) kultiviert.

Waéhrend des kontinuierlichen Serumentzugs verlangsamt sich zunachst das Wachstum der
Zellen, dennoch fallen Unterschiede in der Wachstumsgeschwindkeit einzelner Subklone auf.
Die 10 am schnellsten wachsenden Subpopulationen werden kontinuierlich weiterkultiviert.
Nach 6 Monaten liegt die Teilungsgeschwindigkeit der schnellsten Klone bei 24-36 Stunden
und die Immortalisierung ist abgeschlossen.

BESCHREIBUNG DER FIGUREN

Die Erfindung wird anhand der Figuren beschrieben. Diese betreffen mogliche bzw bevorzugte
Ausfihrungsformen der Erfindung und beschrédnken den Umfang der Erfindung nicht.

Figur 1: Organisation des Adenovirusgenoms, Lage der frilhen Gene. Die Abbildung zeigt ein
Schema der Organisation eines Adenovirusgenoms. Ublicherweise unterteilt man das ca.
35000 Basenpaare lange Genom in 100 sog. Mapunits (mu). 1 mu misst entsprechend ca.
350 Basenpaare (bp). Die Gene der sog. E1-Region beginnen bei ca. 1,5 mu und enden bei
ca. 10 mu , umspannen also (unter Einbeziehung der Promoter- und polyA-Region einen
Bereich von etwa 3500 bp. Da die Anwesenheit dieser Gene zu einer beschleunigten
Degradation der beiden Tumorsuppressorgene p53 und Rb (Retinoblastomgen) fiihren,
kommt es zu einer Beschleunigung des Zellzyklus und zur Transformation der Zelle.

Figuren 2 und 3: Anatomische Zuordnung des Chorion innerhalb einer humanen Plazenta.
Das Choriongewebe ist darin gekennzeichnet.

Figur 4: Schema der homologen Rekombination: Das p53-Gen wird gegen das E1-Gen
ausgetauscht, ohne das die expressionssteuerenden Elemente des p53-Locus verloren
gehen. Auf diese Weise kann die nach Verlust des p53 Gens reflektorisch gesteigerte p53-
Promotorleistung zur Expression des Transgens genutzt werden.

Figur 5: Die Nutzung einer interribosomal entry site (IRES) — Sequenz zwischen CAR-
Rezeptorgen und E1-Gen erlaubt es die CAR-Rezeptorexpression zwingend an die des E1-
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Gens zu koppeln. Auf diese Weise kann eine stabile CAR-Rezeptorexpression ohne Nutzung

eines Selektionsmarkers sichergestellt werden.

Figur 6: Schematische Darstellung des p53-Ad5-E1 (final)- Plasmids.
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PATENTANSPRUCHE

10.

Immortalisierte humane Chorionzelllinie.

Immortalisierte humane Chorionzelllinie nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Zelllinie Nukleinsduresequenzen umfasst, die ein oder mehrere E1-Gene

eines Adenovirus kodieren.

Immortalisierte humane Chorionzelllinie nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch
gekennzeichnet, dass die ein oder mehrere E1-Gene eines Adenovirus die E1a-,
E1b1- und/oder E1b2-Gene sind.

Immortalisierte humane Chorionzelllinie nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Zelllinie Nukleinsduresequenzen umfasst, die zu
einer (bevorzugt kontinuierlichen) Expression des Cosackie und Adenovirusrezeptors
(CAR-Rezeptors) fiihren.

Immortalisierte humane Chorionzelllinie nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

dass die Zelllinie Nukleinsduresequenzen umfasst, die humaner Telomerase kodieren.

Immortalisierte humane Chorionzelllinie nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch
gekennzeichnet, dass die Telomerase die Reverse-Transkriptase-(RT-)-Untereinheit

des humanen Telomerase-Komplexes (hTERT) ist.

Immortalisierte humane Chorionzelllinie nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsduresequenzen, die ein oder mehrere E1-

Gene eines Adenovirus und/oder Telomerase kodieren, im Genom integriert sind.

Immortalisierte humane Chorionzelllinie nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch
gekennzeichnet, dass die Nukleinsduresequenzen, die ein oder mehrere E1-Gene
eines Adenovirus und/oder Telomerase kodieren, im Genom an den Genort eines

Tumorsupressorgens (z.B. p53 oder Rb) integriert sind.

Immortalisierte humane Chorionzelllinie nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch

gekennzeichnet, dass das Tumorsuppressorgen ausgeschaltet ist.

Verfahren zur Herstellung einer immortalen Chorionzelllinie, dadurch gekennzeichnet,
dass humanes embryonales Choriongewebe als Ausgangsgewebe verwendet wird,
welches mittels ein oder mehrere E1-Gene eines Adenovirus und/oder Telomerase

immortalisiert wird.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Verfahren zur Herstellung einer immortalen Chorionzelllinie nach dem vorhergehenden
Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass zusétzlich zu adenoviralen-E1-Genen das

Gen fir den CAR-Rezeptor exprimiert wird.

Verfahren zur Herstellung einer immortalen Chorionzelllinie nach einem der
vorhergehenden Anspriiche, bei dem das zur Immortalisierung verwendete Gen (z.B.
adenovirus E1-Gene oder Telomerase) durch gezielte homologe Rekombination in

den Genort eines Tumorsuppressorgens (z.B. p53 oder Rb) integriert wird.

Verfahren zur Herstellung einer immortalen Chorionzelllinie nach dem vorhergehenden
Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass das Tumorsuppressorgen durch das

Integrationsereignis ausgeschaltet wird.

Verfahren zur Herstellung einer immortalen Chorionzelllinie nach dem vorhergehenden
Anspruch, bei dem die expressionssteuernden Elemente des Tumorsuppressorgens

erhalten bleiben.

Verfahren zur Herstellung einer immortalen Chorionzelllinie nach dem vorhergehenden
Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass die mit dem Verlust des
Tumorsuppressorgens reflektorisch gesteigerte Promoterleistung zur Expression des

Transgens (z.B adenovirale E1-Gene oder Telomerase) genutzt wird.

Verfahren zur Herstellung einer immortalen Chorionzelllinie nach einem der
vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass zur Insertion des zur
Immortalisierung verwendeten Gens DNA-Sequenzen verwendet werden, die homolog

zu den das Tumorsuppressorgen flankierenden genomischen Arealen sind.

Verfahren zur Herstellung einer immortalen Chorionzelllinie nach einem der
vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das Ausgangsgewebe

mittels einer Chorionbiopsie gewonnen wird.

Verfahren zur Herstellung einer immortalen Chorionzelllinie nach einem der
vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das Ausgangsgewebe im
Rahmen eines Spontanabortes anfallt und/oder einer humangenetischen Diagnostik

gewonnen wird.

Immortalisierte humane Chorionzelllinie, hergestellt und/oder herstellbar durch ein

Verfahren gemaf einem der vorhergehenden Anspriiche.
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Verwendung der immortalisierten humanen Chorionzelllinie nach einem oder

mehreren der vorhergehenden Anspriiche zur Herstellung rekombinanter Proteine.

Verwendung der immortalisierten humanen Chorionzelllinie nach einem oder

mehreren der vorhergehenden Anspriiche zur Herstellung medizinischer Wirkstoffe.

Verfahren zur Herstellung rekombinanter Proteine unter Verwendung einer
immortalisierten humanen Chorionzelllinie gemé&f einem der vorhergehenden

Anspriche.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass die
Zelllinie eine geeignete Expressionskassette enthalt, die ein oder mehreren E1-Gene

eines Adenovirus und/oder eine Telomerase kodieren.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass das

rekombinante Protein ein humanes Protein ist.

Verfahren zur Herstellung rekombinanter Adenoviren unter Verwendung einer
immortalisierten humanen Chorionzelllinie gemé&f einem der vorhergehenden

Anspriche.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass der

rekombinante Adenovirus einen E1/E3-deletierten Adenovirus ist.

Verwendung von Genen der adenoviralen E1-Region zur Immortalisierung einer
Chorionzelle, wobei die Gene der adenoviralen E1-Region eine Sequenzidentitat zu
sog. E1-deletierten Adenoviren von weniger als 90%, bevorzugt weniger als 70%
Sequenzidentitat, weiterhin bevorzugt weniger als 50% Sequenzidentitat, aufweisen,
um das Risiko einer Rekombination zwischen den E1-deletierten Adenoviren und

Genen der adenoviralen E1-Region zu minimieren.
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Fig. 2
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Fig. 4
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