Untersuchungen zum Einsatz der Flektrofusionstechnik filir die
Herstellung"von.iLymphozytenhybridomen.'unter"besonderer Berick-

sichtigung der Methodenoptimierung und -erweiterung

DI SSERTATTION

zur Erlangung des akademischen Grades Dr. rer. nat.

Dem Wissenschaftlichen Rat der Universitat Leipzig vorgelegt von

Diplom-Biologe Bertolt Seidel
geb. am 06.01.1958 1in Leipzig

angefertigt an der
Universitdt Leipzig
Sektion Biowissenschaften

Bereich Tierphysiologie und Immunbiologie

petreut von Prof. Dr. rer. nat. habil. Helmut Fiebig
Sektion Biowissenschaften

Bereich Tierphysiologie und Immunbiologie

Dezember 1991

BeschluR iiber die Verleihung des akademischen Grades

Doktor eine Wissenschaftszwelges vom 20 Okt 1992



UNIVERSITATS.

BIBLIOTHEK
LEIPZIG

{ . i
v..wif,:i o - e



Bibliographische Beschreibung:

Seidel, Bertolt

Untersuchungen zum Einsatz der Elektrofusionstechnik fiir die

Herstellung von Lymphozyvtenhybridomen unter besonderer Beriick-

sichtiqung der Methodenoptimierung und -erweiterung

Leipzig, Universitdt, Diss. A
Dezember 1991
124 S., 163 Lit., 29 Abb., 7 Tab.

Referat:

Inhalt der vorliegenden Arbeit ist die Anwendung der Elektro-
fusionsmethode in der Hybridomtechnik mit dem Ziel ihrer Effekti-
vierung. Der Vergleich mit parallel durchgefiihrten chemisch ver-
mittelten Zellhybridisierungen bestdtigt eine eindeutige
Verbesserung der absoluten Fusionsfrequenzen unter Anwendung der
Elektrofusion. Als die wesentlichen Faktoren, die den Fusions-
erfolg determinieren, werden primdr solche erkannt, die die Zell-
kulturbedingungen beeinflussen. Hingegen spielen die Parameter,
die sich aus der elektrischen Behandlung der Zellsuspension
ergeben, innerhalb des Jjeweils untersuchten MeBbereiches eher
eine untergeordnete Rolle.

Mittels Rezeptor-vermittelter Elektrofusion 1dBt sich teilweise
eine Erhdhung der spezifischen Fusionsfrequenz auf das mehr als
Dreifache erzielen. Nach zytofluorimetrischer Sortierung der zur
Fusion eingesetzten Maus-Milzzellen steigt die spezifische
Fusionsfrequenz um etwa das Achtfache.

Weiterhin wird die besondere Eignung der Elektrofusion fiir die
Herstellung von Hybrid-Hybridomen nach FACS-Sortierung der
Fusionsprodukte nachgewiesen. Unter Anwendung eines fluoreszie-
renden Antigens und der dagegen gerichteten bispezifischen mono-
klonalen AntikoOrper ergeben sich konkrete Ansatzpunkte fir alter-

native fluoreszenzimmunologische Detektionsverfahren.
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1. EINLEITUNG

Mit der Entdeckung des Prinzips zur Herstellung von monoklonalen
Antikdrpern (mAK; KOHLER und MILSTEIN 1975) wurde eine neue Etap-
pe in der biologischen Forschung eingeleitet. Das Interesse an
immunologischen Methoden wuchs in den verschiedensten Bereichen
von Medizin und Biowissenschaften. Insbesondere die klinische
Diagnostik profitierte von den verbesserten Nachweismethoden auf
der Grundlage monoklonaler Antikdrper.

Die quantitative Bestimmung von Hormonen, die Detektion viraler
Antigene oder auch die Differenzierung der Blutleukozyten stellen
exponierte Anwendungsgebiete dieser neuartigen Immunreagenzien
dar. Die Verfiigbarkeit von homogenen, in praktisch unlimitierter
Menge herstellbaren Antikodrpern befruchtete die Entwicklung von
immunologischen Testsystemen und erleichterte ihre Standardisie-
rung auBerordentlich. Techniken wie die hochempfindlichen Radio-
und Enzymimmunassays, immunchemische Analysen mittels Protein-
blotting oder die fluoreszenzaktivierte Zellsortierung spiegeln
den neuen, qualitativ hoheren Stand der immunologischen Methodik
eindrucksvoll wider. Stofftrennung bzw. -reinigung auf Basis der
Inmunaffinitdatschromatografie sowie die Antigendetektion mittels
immunhistochemischer Techniken sind ebenfalls aufs engste mit der
Entwicklung und dem Einsatz monoklonaler Antik&rper verbunden.
Heute nutzen Molekularbiologen ebenso wie Neuroanatomen, Bioche-
miker wie auch Hamatologen und Krebsforscher die Vorzilige der

monoklonalen Antikorper.

Obwohl bei der praktischen Anwendung nach wie vor die Diagnostik
und die Grundlagenforschung im Vordergrund stehen, riickt ver-
stdndlicherweise die Therapie mit mAK - die von Beginn an erwogen
wurde und mit welcher groBe Hoffnungen verbunden waren - in den
Mittelpunkt des allgemeinen Interesses. Dabei wird es sich um
ausgewdahlte, geeignete und erfolgversprechende Einsatzgebiete
handeln. Gegenwartig konzentriert sich die therapeutische Anwen-
dung einmal auf die Verbesserung der Transplantattoleranz nach
Organverpflanzungen und zum zweiten in der Leukdmietherapie auf

die Ausschaltung bzw. Abschwdchung der graft-versus-host-Erkran-



kung nach allogenen Knochenmarktransplantationen. In beiden
Fdllen ist das Wirkprinzip eine spezifische T-Zell- bzw. T-Zell-
Subpopulationsdepletion, die liber die zytolytischen Eigenschaften
der Antikdrper (Komplementaktivierung) realisiert wird. Auf die
spezifische Zelleliminierung zielen auch die Untersuchungen zum
méglichen Einsatz von Konjugaten aus monoklonalen Antikérpern und
Toxinen (Immuntoxine). Eine Barriere filir den Einsatz von monoklo-
nalen Antikorpern als Therapeutika bildet die zu erwartende Re-
aktion des menschlichen Immunsystems auf das Fremdprotein, da es
sich bei den Antikdrpern in der Regel um murines (seltener Rat-
ten-) Immunglobulin handelt. Um diese Barriere abzubauen, ver-
folgt man zwei Wege:

1. Die Immunogenitdt des Prdparates wird gentechnisch durch
molekularen Chimdrismus herabgesetzt, d.h. murine Fab-Frag-
mente werden mit humanen Fc-Fragmenten Kkombiniert (Trans-
fektome) .

2. Es werden humane monoklonale Antikodrper hergestellt.

Die Produktion humaner mAK ist weitaus komplizierter als die
Hybridomtechnik mit Mauszellen, insbesondere ist die Gewinnung
einer ausreichenden Anzahl antigenspezifischer B-Lymphozyten fir
die Immortalisierung problematisch.

Potentielle Einsatzgebiete filir die therapeutische Nutzung humaner
mAK sind virale Infektionen, die Neutralisierung von Bakterien-
endotoxinen, die Rh-Komplikationsprophylaxe durch Anti-D-Immun-

globulin und die Serotherapie von Tumoren.

Aufgrund der Bedeutsamkeit der Hybridomtechnik filir Forschung und
klinische Praxis und der daraus resultierenden weiten Verbreitung
in den immunologischen Laboratorien gab es schon bald nach ihrer
Entdeckung verschiedene Ansdtze zur Optimierung der Methode.

Da eine hohe Rate antigenspezifischer B-Zellen Voraussetzung fir
einen hohen Anteil spezifischer Klone (eine hohe spezifische
Fusionsfrequenz) ist, stellt die effektive Immunisierung des
Tieres einen bedeutsamen Parameter innerhalb des Gesamtprozesses
dar. FOX et al. (1981) erzielten mit der Methode des adoptiven

Transfers von Milzzellen in bestrahlte syngene Rezipienten eine



10fache Steigerung der spezifischen Fusionsfrequenz. SPITZ et al.
(1984) beschrieben die intralienale Applikationsform, also das
Applizieren des Antigens direkt in ein lymphoides Organ, unter
Einsatz sehr geringer Antigenmengen als effektiver gegeniiber
herkdmmlichen Immunisierungsschemata. Hyperimmunisierungen (CIAN-
FRIGLIA et al. 1987) bzw. die In-vitro-Immunisierung mit elektro-
phoretisch getrenntem und auf Nitrozellulose transferiertem Anti-
gen (GRATECOS et al. 1987) sind weitere Beispiele fiir die Anrei-
cherung von antigenspezifischen B-Zellen auf dem Wege der Immuni-
sierung. BESSLER et al. (1985) konnten durch die kovalente Bin-
dung des Antigens an ein synthetisches Lipopeptid die immunogenen
Eigenschaften eines Ag-Carrier-Komplexes und die Adjuvanseigen-
schaft des Lipopeptides kombinieren und damit die verstarkte

Proliferation Ag-reaktiver B-Zell-Klone induzieren.

Die Immortalisierung der AK-bildenden Zellen erfolgt in der Regel
durch die Fusion mit einer Permanentzellinie (Myelom- oder lym-
phoblastoide Linien). In der Originalarbeit von KOHLER und
MILSTEIN (1975) wurde die Myelomzellinie P3-X63-Ag8, die selbst
noch Maus-Ig (MOPC, IgGl/®) sezerniert, eingesetzt. Die Entwick-
lung auf dem Gebiet der Myelomzellinien ging dahin, Fusionspart-
ner mit hoher Fusionseffizienz zu etablieren, die auBerdem mog-
lichst selbst keine Ig bzw. Ig-Ketten mehr synthetisieren und
sezernieren und die biochemisch selektierbar sind (HGPRT- oder
TK-Defekt). Die gegenwdrtig meistverwendeten Mausmyelomzellen
sind "non-secretors": P3-X63-Ag8.653 (KEARNEY et al. 1979), P3-
NS1-Ag4-1 (KOHLER et al. 1976; produziert noch @-Ketten, die aber
nicht sezerniert werden) und SP2/0-Agl4 (SHULMAN et al. 1978).
Die flir Human-Fusionen verwendeten Myelom- bzw. lymphoblastoiden
Zellinien sind mit einer Ausnahme (ABRAMS et al. 1983) alle Ig-
bzw. Ig-Ketten-Sekretoren. Daneben werden Heteromyelomlinien
(Maus-Myelomzelle x Human-Lymphozyt), die ihre AK-Produktion
eingestellt haben, eingesetzt (OSTBERG und PURSCH 1983, GRUNOW et
al. 1988).

FUlr die Selektion der Hybridzellen wird das HAT-Prinzip nach
LITTLEFIELD (1964) ausgenutzt, wobei die Hybride aufgrund ihrer



kompletten Enzymausstattung, die von den Lymphozyten herrihrt,

einen Selektionsvorteil gegeniiber den Aminopterin-sensitiven

(HGPRT-negativen) parentalen Myelomzellen besitzen. Andere, weit-

aus weniger genutzte Selektionsmarker sind die Ouabainresistenz

der Myelomzellen (KOZBOR et al. 1982) und ihre Azaserin-Sensiti-

vitdt (EDWARDS et al. 1982). Die Selektion auf Azaserin-Resistenz
kann vor allem bei der Verwendung von mykoplasmenkontaminierten

Zellen ein Vorteil sein (KARSTEN und RUDOLPH 1985), da eine Myko-

plasmeninfektion in der HAT-Selektionsphase das Aufwachsen von

Hybridomen verhindert (LANG 1985).

Mit den Fortschritten der Hybridomtechnik geht auch ein erhdhtes
Interesse an chemisch definierten Zellzuchtmedien einher. Insbe-
sondere geht es um die Substitution des obligaten Serumzusatzes
(meist fetales Kdlberserum) durch definierte, chargenunabhdngige
Additiva. Im Hinblick auf die Massenproduktion von Hybridomzellen
in Fermentoren sowie auf die erleichterte Reinigung der mAK spie-
len dabei auch wirtschaftliche Erwdgungen eine Rolle. Ungeachtet
einer Vielzahl von Rezepturen, die serumfreie Kultivierung der
Zellen unter Beibehaltung der Antikdrperproduktion ermdéglichen
sollen (favorisiert werden Zusdtze wie Transferrin, Insulin,
Albumin, Steroide und Selenit), ist eine generelle Ablosung des
Serums noch nicht absehbar (Ubersicht bei SAMOILOVICH et al.
1987) .

Mit dem Problem der Medienqualitdt in engem Zusammenhang steht
die Tatsache, daB das "feeder cell layer" - meist syngene Peri-
tonealmakrophagen, Milzzellen oder Thymozyten - die Kulturbe-
dingungen stark beeinflussen kann, was gerade in der sensiblen
Phase der HAT-Selektion von entscheidender Bedeutung ist. Neben
den das Wachstum der Hybridome fordernden Effekten kann anderer-
seits auch durch Medienzehrung, Metabolitenanreicherung und Zell-
attackierung (aktivierte Makrophagen !) das Gegenteil bewirkt

werden, von mdglichen Infektionen der Zellkultur ganz abgesehen.

Konditionierte Medien von etablierten Makrophagen-Zellinien
(P388D1, NORDAN und POTTER 1986) konnen - bei Ausschluf3 der ge-
nannten negativen Effekte - die gleichen positiven Wirkungen wie

"feeder" - Zellen entfalten.



Die Optimierung der In-vivo-Kultivierung von Hybridomzellen zielt
auf hohe Anwachsraten, d.h. auf die Verhinderung der Abstofung
der implantierten Zellen durch Bestrahlung der Rezipiententiere
(4-6 Gy). Diese Bestrahlung ist insbesondere fiir das Anwachsen
nicht-muriner Hybridome in Mduse unabdingbar. Demgegeniiber spielt
Immunsuppression anderer Art, beispielsweise durch Zyklophos-
phamid (RAYBOULDT et al. 1985b) in der Aszitesproduktion eine

untergeordnete Rolle.

Der Schwerpunkt bei der Entwicklung der Massenproduktion von mAK
liegt eindeutig auf der Kultivierung der Hybridomzellen 1in spe-
ziell fir die Sdugerzellfermentation designierten Bioreaktoren.

Gegenwdrtig werden Fermentersysteme verschiedener Bauarten (Rihr-,
Airlift-, Membranfermenter) von den einschldgigen Firmen angebo-
ten. Die biotechnologische Produktion von mAK, speziell von hu-
manen mAK, wird im Hinblick auf die klinischen Anwendungen mit

Sicherheit an Bedeutung gewinnen (Ubersicht bei SAMOILOVICH et
al. 1987).

Die Versuche, die Technik der mAK auf ein breiteres Artenspektrum
auszudehnen, sind nicht allzu zahlreich. Dennoch sind sie fiir die
Veterindrmedizin wie auch fiir die Humanmedizin (Primaten-Anti-
korper !) von Interesse. Bislang wurden mAK aus Schaf (GROVES et
al. 1987), Kaninchen (YARMUSH et al. 1985), Rind (RAYBOULDT et
al. 1985a), Schwein (RAYBOULDT et al. 1985b), Ziege (CAPPARELLI
et al. 1990), aus verschiedenen Hamsterspezies (SANCHEZ-MADRID et
al. 1983, PALMER und JONES 1986) sowie aus Rhesusaffe und Schim-
panse (VAN MEEL et al. 1985) neben Maus-, Ratte- und humanen mAK

hergestellt. Fusionspartner waren dabei Mausmyelom- oder Mensch-

Maus-Heteromyelomzellen.

Monoklonale Antikorper stellen eine homogene Immunglobulinpopu-
lation auch hinsichtlich ihres Isotyps dar, sind also auf eine
Immunglobulinklasse bzw. -subklasse festgelegt. Es ist aber u.U.
winschenswert, den AK unter Beibehaltung seiner Spezifitdt auch
als anderen Isotyp verfligbar zu haben, um die damit verdnderten

biologischen Eigenschaften nutzen zu kénnen (z.B. Komplementbin-



dung) . Voraussetzung dafiir ist, die sehr seltenen sogenanriten
"switch"-Varianten (Frequenz 10”7 bis 10—5) nachzuweisen und 2zu
isolieren. Daflir ist neben der fluoreszenzaktivierten Zellsortie-
rung (LIESEGANG et al. 1978) auch eine extensive Klonierung in
Verbindung mit hochempfindlichen Immunassays geeignet (MULLER und
RAJEWSKY 1983).

Andere Wege, um mAK fiir den jeweils avisierten Einsatz gleichsam
"maBzuschneidern”", sind die Selektion auf hochaffine Mutanten
mittels "Siebselektion" (AGUILA et al. 1986), die schon erwdhnte
Herstellung von Transfektomen (Maus-Human-Immunglobulinchimdren,
BOUILANNE et al. 1984) sowie die Fusion 2zweier verschiedener AK-
bildender Zellen mit nachfolgender Selektion der Dbispezifischen
Tri—- bzw. Tetradome (MILSTEIN und CUELLO 1983).

Das Prinzip der Hybridomtechnik ist die Immortalisierung AK-
bildender Zellen. Folglich richten sich zahlreiche Bestrebungen
darauf, diesen entscheidenden Schritt 2zu effektivieren.

Prinzipiell stehen dabei drei M6glichkeiten zur Verfiigung:

1. Die Transformation humaner B-Lymphozyten durch das Epstein-
Barr-Virus (ROSEN et al. 1977)

2. Die Transfektion, d.h. die durch geeignete Methoden reali-
sierte Einschleusung fremden genetischen Materials in Lympho-
zyten, welches 1in diesen exprimiert wird und permanentes
Wachstum der Zellen ermdglicht (JONAK und KENETT 1983)

3. Die Fusion mit Myelomzellen bzw. anderen permanent wachsenden
lymphoiden Zellinien. Diese Variante ist die mit Abstand
meistgenutzte und bislang effektivste Methode zur Immortali-

sierung von B-Zellen.

Somatische Zellfusionen gehdren seit lidngerem zum Methoden-
spektrum in biologischen, insbesondere in genetischen Labors
(LITTLEFIELD 1964, GEFTER et al. 1977). Dabeli 1lassen sich im
Gegensatz zur Gametenfusion sehr unterschiedliche Zelltypen,
sogar pflanzliche mit tierischen Zellen hybridisieren.

Obwohl auch spontane Zellfusionen in vitro auftreten (BANKERT et

al. 1977), ist die Rate hierbei noch zu gering, um von prakti-



schem Interesse 2zu sein. 2Zu den sogenannten Fusogenen, die eine
echte Verbesserung hinsichtlich der Ausbeute an fusionierten
Zzellen bringen, gehdren die fusogenen Viren, die auch in den
Originalexperimenten von KOHLER und MILSTEIN (1975) Anwendung
fanden. Das Prinzip dieser Fusionen besteht darin, daB zuerst
{iber die viralen Hdmagglutinin/Neuraminidase-Glykoproteine ein
enger Zell-Zell-Kontakt realisiert und anschlieBend durch die
Wirkung der sogenannten Fusionsfaktoren (F-Proteine) die Membran-
verschmelzung eingeleitet wird (KNUTTON und PASTERNAK 1979).

Die virusinduzierte Zellfusion spielt in der Praxis der Hybridom-
technik heute keine groBe Rolle mehr, allerdings beschreiben
neuere Arbeiten (NAGATA et al. 1991a; NAGATA et al. 1991b) die
Herstellung von murinen Hybridomen mittels pH-abhdngiger
Vesicular Stomatitis Virus - mediierter Zellfusion.

Ungeachtet dessen ist die durch das synthetische Polymer Poly-
ethylenglykol (PEG) vermittelte Zellfusion (KAO und MICHAYLUK
1974, GALFRE et al. 1977) bis heute die dominierende Methode zur
Verschmelzung 1lymphoider Zellen geblieben. Die Steigerung der
Fusionsfrequenz gegeniber der virusvermittelten Zellfusion be-
tragt etwa das 300fache (GEFTER et al. 1977).

Der Mechanismus der PEG-induzierten Zellfusion ist Gegenstand
zahlreicher biophysikalischer Untersuchungen und Theorien (Zusam-
menfassung bei ARNOLD et al. 1988). Die hohe Affinitdt des PEG zu
Wasser und das daraus folgende Dehydratationsvermdgen gegeniiber
Proteinen und Membranen ist mit Sicherheit Ursache filir seine
agglutinierende und prdzipitierende Wirkung. Durch PEG veré&dndern
sich 2zudem die physikochemischen Eigenschaften des Wassers
selbst, infolgedessen es zur Membrandestabilisierung, zur Verin-
derung der Membranstruktur und zu osmotischem Stref fiir die Zel-

len und letztlich zur Membranfusion kommt (ARNOLD et al. 1985).

Ende der 70er Jahre erschienen erste Publikationen {iber erfolg-
reiche Zellfusionen, welche vermittels elektrischer Feldimpulse
ausgelost wurden. Die dabei verwendeten Zellen waren pflanzliche
Protoplasten (SENDA et al. 1979) bzw. Hefeprotoplasten (JACOB et
al. 1979) sowie Erythrozyten (ZIMMERMANN und PILWAT 1978). Damit

war der Anfang flir eine grofe Anzahl von Arbeiten zu diesem Thema



gemacht. Nunmehr ist diese Methode ein bewdhrtes Arbeitsmittel
von Pflanzenphysiologen, Mikrobiologen und Genetikern geworden.
Zunehmend findet sie auch in der Hybridomtechnik Anwendung (Uber-
sicht bei SEIDEL und FIEBIG 1989a). Diese Art der Zellhybridisie-
rung, 1im folgenden verkiirzt Elektrofusion genannt, beruht auf

einer Sequenz von vier Teilprozessen:

Annaherung der Zellen
Membrankontakt

Lokale Fusion der Membranen

D W NN =

Abrundung des Fusionsproduktes

Die Annaherung der Zellen kann auf verschiedenen Wegen erfolgen:
Primdr wurden hohe Suspensionsdichten verwendet, die die Wahr-
scheinlichkeit von Zellkontakten erhdhen. Als Extremfall ist auch
die Fusion im Zellpellet mdglich. Mit Erfolg erprobt wurden wei-
terhin die Verwendung von Mikromanipulatoren zur Positionierung
von Nadelelektroden (SENDA et al. 1979, BERG 1982) oder die Zu-
gabe von PEG zwecks Agglutination der Zellen (WEBER et al. 1981)
ebenso wie die durch magnetische (KRAMER et al. 1984) und
elektro-akustische (VIENKEN et al. 1985) Methoden vermittelte
Sammlung und Adharenz der Zellen. Zellkontakt kann auch durch In-
vitro-Kultivierung als Monolayer realisiert werden, erfolgreiche
Fusionen unter diese Voraussetzungen sind beschrieben worden
(TEISSIE et al. 1982).

Die elegante Methode der immun- bzw. lektinspezifischen Zytoad-
harenz verbindet das Erfordernis des Zellkontaktes mit einer
gewissen Spezifitdt der Fusion. Die Vorteile fiir die Hybridom-
technik - hohe Ausbeute an antigenspezifischen Klonen und redu-
zierter Screeningaufwand - sind naheliegend (LO et al. 1984, BAN-
KERT et al. 1980, WOJCHOWSKI und SYTKOWSKI 1986, REASON et al.
1987, WIEGAND et al. 1987, ABEL et al. 1988, FORTIER et al.

1988, HEWISH und WERKMEISTER 1989, TOMITA und TSONG 1990, BLAN-
CHER et al. 1991).

Ungeachtet der Vielzahl von Methoden, die den Zellkontakt fiir die
nachfolgende Fusion bewirken sollen, ist eine von ihnen stark

favorisiert. Dabei handelt es sich um die dielektrophoretische



Sammlung von Zellen (POHL 1971). Unter Dielektrophorese versteht
man die Bewegung von Zellen (oder anderen Partikeln) im hochfre-
quenten elektrischen Wechselfeld. Diese wird durch eine Dipolin-
duktion verursacht, welche im Takt des &duRBeren elektrischen Fel-
des vor sich geht. Die Partikel wandern in die Bereiche hoéherer
Feldliniendichte, d.h. im inhomogenen Feld in Richtung der Pole
und im homogenen Feld - aufgrund der durch die Zellen selbst
bedingten Inhomogenitdten - aufeinander zu (ABEL et al. 1986).
Voraussetzung filir die Initiierung der Membranfusion zwischen den
gegeniiberliegenden Zellen ist eine Anndherung der Fusionspartner
bis auf wenige Nanometer. Eine enzymatische (meist proteolyti-
sche) Vorbehandlung der Zellen, um proteinfreie Lipidareale 2zu
schaffen, wird von einigen Autoren empfohlen (ZIMMERMANN et al.
1981, OHNO-SHOSAKU und OKADA 1984, OHNO-SHOSAKU und OKADA 1989),
aber auch - bei Verwendung des optimalen Fusionsmediums - als
nicht unbedingt notwendig eingeschdatzt (VIENKEN und ZIMMERMANN
1985) .

Der dritte Schritt innerhalb des Prozesses der Elektrofusion ist
die Bildung eines lokalen Fusionsortes innerhalb der opponieren-
den Membranen. Sie leitet die eigentliche Zellfusion ein und
basiert auf dem in der biophysikalischen Literatur als "rever-
sible electrical breakdown" bekannten Phanomen (ZIMMERMANN et al.
1974). Das elektrische Breakdown bezeichnet eine groBenordnungs-
mdRige Zustandsdnderung der Membran hinsichtlich ihrer Leitf&hig-
keit als Folge einer elektrischen Potentialdifferenz. Diese wird
in der Praxis durch das Applizieren eines sehr kurzen (im Mikro-
sekunden-Bereich) Feldimpulses ausreichend hoher Feldstdrke (im
chm—l—Bereich) erreicht. Das kritische Membranpotential (Break-
downspannung) liegt dabeil etwa im Bereich von 1 V.

Die lokale Membranfusion wird nach Durchlaufen von
Zwischenstufen, lber welche verschiedene Auffassungen existieren
(Ubersicht bei GLASER 1986), realisiert. Mit Sicherheit darf
angenommen werden, daf die durch den Feldimpuls induzierten Poren
in der Membran dabei eine Rolle spielen. Diese Porenbildung ist
Grundlage nicht nur fiir die elektrische Zellfusion, sondern auch
fir die zunehmend in der Gentechnik angewandte Technik der

Elektroporation, bei welcher groRfe Molekiile, z.B. Plasmide, in
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7Zellen inkorporiert werden (NEUMANN et al. 1982).

Die Abrundung der Fusionsprodukte schlieBlich erfolgt unter Auf-
weitung der primdr fusionierten Membranabschnitte: Es kommt 2zur
Plasmogamie. Die hierfiir bendtigte Zeit variiert in Abh&ngigkeit
von ZellgrdBe, Beschaffenheit des Zytoskeletts, Temperatur,
Ionenmilieu (Mg++, Ca++) und wahrscheinlich auch vom Ausmaf3 des
primidr fusionierten Membranabschnittes. Ob durch die Zellfusion
Heterokaryen oder echte Hybride entstehen, wird auch davon be-
stimmt, ob die Karyomembranen ebenfalls fusionieren. Nach BERT-
SCHE et al. (1988) ist das aufgrund der intrazelluldren Dielek-

trophorese der Kerne relativ hdufig der Fall.

Im allgemeinen sind die Zellen, die bei einer Fusion eingesetzt
werden, hinsichtlich des Zellzyklus nicht Synchronisiert. Da die
Fusionsbereitschaft der Zellen nicht von der jewelils erreichten
Phase im Zellzyklus abhingt (MIYAHARA et al. 1984), fusionieren
also auch Interphase-Zellen mit Zellen in Mitose. Durch den
fusionsvermittelten Transfer spezifischer Mitose-induzierender
Proteine (MIP) wird im Interphase-Teil des Fusionsproduktes die
Kernmembran aufgeldst und eine vorzeitige Chromosomenkondensation
eingeleitet ("premature chromosome condensation" = PCC; JOHNSON
und RAO 1970). Moglicherweise hidngt mit diesem Phd&nomen die Tat-
sache zusammen, daB nur aus einer kleinen Fraktion der fusionier-
ten Zellen lebensfidhige und Ig-produzierende Hybridzellklone
hervorgehen. Versuche, die in der Hybridomtechnik eingesetzten
Myelomzellen durch Colcemidbehandlung zu synchronisieren (MIYA-
HARA et al. 1984) fiihrten zu einer Steigerung der Ausbeute um 26
bis 570 Prozent. Diese Versuche erstreckten sich allerdings nur

auf die PEG-vermittelte Zellfusion.

Die jlingste Alternative zu den drei bereits genannten Optionen
ist die Laser-induzierte Zellfusion (WIEGAND et al. 1987, WIE-
GAND-STEUBING 1991): Ein Laserstrahl (340 nm; 0,3 - 0,5 um) wird
auf das mikroskopisch 1identifizierte und justierte Zellparchen
gerichtet. Inwieweit diese Technik praktisch nutzbar nicht nur
fiir wenige spezialisierte Labors wird, ist angesichts der wenigen

hierzu bisher verdffentlichten Daten noch nicht absehbar.
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Parallel zur Zellfusion durch elektrische Feldimpulse wurde auch
die verwandte Methode der Elektroporation entwickelt, die ihr
exponiertes Anwendungsgebiet in der Gentechnik hat, konkret in
der erleichterten Einschleusung von Fremd-Nukleinsdure in Wirts-
zellen. Diese sollen die derart transfizierten Genen exprimieren
(NEUMANN et al. 1982). Dariliber hinaus hat die Elektroporation
(= Elektrotransfektion) insofern filir die Hybridomtechnik Bedeu-
tung erlangt, als sie z.B. die relativ einfache Einfilhrung von
Resistenzgenen in Hybridomzellen erméglicht (STOPPER et al.
1988) . Das wiederum ist Voraussetzung flir eine biochemische Se-
lektion nach nochmaliger Fusion der Zellen, z.B. zum 2Zwecke der
Herstellung von bispezifischen AK (MILSTEIN und CUELLO 1983).
Gentransfer durch Elektroporation war auch die Methode von RUKER
et al. (1987), um Hybridomzellen der gleichen Spezifitdt mit
verschiedenen Resistenzmarkern auszustatten und somit deren Fu-
sionsprodukte selektieren 2zu konnen. Diese Hybrid-Hybrid-Zell-
linien synthetisierten 3,2 bis 3,8 x mehr Ig als 1ihre Parental-
zellinien, bezogen auf gleiche Zeit, gleiches Volumen und gleiche
Zellzahl.

Neben der Nutzung starker elektrischer Feldimpulse 2zur Fusion
bzw. Elektroporation steht auch die Mdglichkeit der elektrischen
Stimulierung von metabolischen Aktivitdten der Hybridomzellen:
SUZUKI et al. (1985) behandelten murine Hybridomzellkulturen mit
einem relativ schwachen elektrischen Wechselfeld (5 kHz, 40 Vem™t
fir 48 h im Modus 30 s Feldapplikation - 270 s Pause). Gegeniiber
unbehandelten Zellen war die Ig-Synthese bei diesen Kulturen um
10 %, die Zellkonzentration um 16 % und die Laktatkonzentration
um 30 % gestelgert. Ursache fiir die Stimulierung des Stoffwech-
sels konnte eine erhdhte Zellpermeabilitdt sein, die den Metabo-
litenaustausch begilinstigt, oder auch elektrochemische Effekte

(Wasserspaltung und Elektronentransfer zwischen Medium und Zel-

len) .
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ZIELSTELLUNG DER ARBEIT

Die allgemeine Zielstellung der Arbeit beinhaltet die Einschat-
zung, welchen Wert die Elektrofusionsmethode fir die Technik der
Herstellung monoklonaler Antikdrper besitzt. Diese soll auf
Grundlage eigener Versuche und unter Beriicksichtigung des inter-
nationalen Schrifttums erfolgen.

Fiir die selbst durchzufiihrenden Fusionsexperimente standen fol-

gende Teilzielstellungen:

1. Einfihrung und Etablierung der Elektrofusionsmethode im Hybri-
domlabor der Sektion Biowissenschaften der Univeritdt Leipzig
auf der Basis des Zellfusionsgenerators efg 01

2. Vergleich mit parallel durchgefiihrten PEG-vermittelten Zell-
fusionen hinsichtlich der Effektivitdt (Fusionsfrequenz)

3. Versuche zur Steigerung der spezifischen Fusionsfrequenz durch
Rezeptor-vermittelte Elektrofusion bzw. durch Prédselektion der
antigenspezifischen Lymphozyten unter Nutzuhg der am Hause
vorhandenen Geridtetechnik flir DurchfluBzytometrie (FACS)

4. Einsatz der Elektrofusionstechnik zur Fusion zweier verschie-
dener mAK produzierender Hybridome mit dem Ziel der Herstel-
lung bispezifischer AK, die in der Zellmarkierung und -diffe-
renzierung Einsatz finden konnen

5. Optimierung einiger wesentlicher Parameter filir die Elektro-
fusion unter den konkreten Laborbedingungen einschlieflich der

Testung verschiedener Elektrodenkammern

Flir alle durchgefiihrten Versuche galt es, einen Kompromif} zu
finden 2zwischen sinnvoller Versuchsplanung, den Erfordernissen
sparsamen Umgangs mit Zellkulturchemikalien und -verbrauchsma-
terialien einerseits und mdglichst hohen Fusionsfrequenzen ande-
rerseits, da die Fusionsexperimente gleichzeitig Zuarbeiten fur
das Ubergreifende Forschungsprogramm der Arbeitsgruppe waren.

Extensiv angelegte Versuchsreihen (etwa zum Austesten eines Para-
meters mraxen aufgrund des hohen Materialverbrauches nicht mog-
lich, b sich das AusmaB eines Fusionsexperimentes stets

auf den Labor-Standard einzuschranken hatte.
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Die elektrisch induzierte Zellfusion als Methode in der
Hybridomtechnik - Ein Literaturiiberblick

Die ersten Objekte der Elektrofusion waren pflanzliche Protopla-
sten (SENDA et al. 1979) sowie Protoplasten von Mikroorganismen
(WEBER et al. 1981, SHIVAROVA et al. 1983). Die Hybridisilerung
von Pflanzen auf dem Wege der somatischen Zellfusion ist nach wie
vor eines der Hauptanwendungsgebiete der Elektrofusion. Sie hat
die Herstellung von Organismen mit neuen Eigenschaften zum Ziel,
was gleichermafen auch filir die Hybridisierung von mikrobiellen
Protoplasten gilt.

Fiir die Tierziichtung wurde die Elektrofusion interessant, als
nachgewiesen werden konnte, daB mit elektrischen Feldimpulsen
auch Blastomeren fusioniert werden konnen (BERG 1982, KUBIAK und
TARKOWSKI 1985).

Mit der Arbeit von VIENKEN und ZIMMERMANN (1982) in einer bio-
physikalischen Zeitschrift {ber die elektrisch induzierte Fusion
von murinen Milz- und Myelomzellen hielt die Methode praktisch
Einzug in die experimentelle Immunologie.

BISCHOFF et al. (1982) beschrieben kurz darauf die Herstellung
humaner Hybridomzellen mittels Elektrofusion.

Eine dritte Publikation aus den Anfdngen der Elektrofusion stammt
von BERG et al. (1983): Mausmilzzellen und -myelomzellen wurden
in verschiedenen Elektrodenkammern (parallel gespannte Pt-Drdhte,
Mikromanipulator-gesteuerte Pt-Nadeln) erfolgreich miteinander
fusioniert. Allerdings erfolgte, wie in den anderen bisher er-
wadhnten Arbeiten, keine weitere Kultivierung der Fusionsprodukte.

Erst mit der Verdffentlichung der Arbeit von LO et al. (1984)
geriet die Elektrofusion als echte Alternative zur PEG-vermittel-
ten Fusion ernsthaft ins Gesprdch, nicht zuletzt aufgrund der
eindrucksvollen Ergebnisse. Durch die Kombination von antigenspe-
zifischer Zytoadhdrenz zwischen den Fusionspartnern und der hoch-
effektiven Fusionsmethode erhodhte sich der Anteil an antigenspe-
zifischen Hybridomen auf 100 %.

Auf dem IV. Hybridomkongref berichteten GLASSY und HOFFMANN
(1985) {iber erfolgreiche Experimente 2zur Elektrofusion der hu-
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manen lymphoblastoiden B-Zellinie UC 729-6 mit humanen Lymphozy-
ten.

VIENKEN und ZIMMERMANN (1985) erzielten sehr gute Fusionsergeb-

nisse mit SP2/0 - Myelomzellen und Mausmilzzellen nach Lyse der
Erythrozyten und unter Verwendung eines neuen Fusionsmediums, das
neben Inosit in isotonischer Konzentration auch Mg++ - und catt -

Ionen sowie (sehr niedrigmolar) Phosphatpuffer enthielt.

Schon im Hinblick auf eine konkrete wissenschaftliche Fragestel-
lung (die Herstellung von mAK gegen Zytokeratine) und weniger als
Beitrag zur Methodenentwicklung erfolgte der Einsatz der Elektro-
fusionstechnik bei  KARSTEN et al. (1985). Allerdings erlaubte
hier der erste direkte Vergleich mit der PEG-Fusion eine bessere
Einschidtzung der Effektivitdt: Die Fusionsfrequenzen (als Anzahl
von Hybridomzellkulturen pro 10° eingesetzte Milzzellen) uber-
steigen bei Anwendung der Elektrofusion die Werte flir die PEG-
Fusion um das 10fache.

GRAVEKAMP et al. (1985) nutzten die einfachste Form der Fusions-
kammertypen, zwei auf einem Objekttrdger parallel gespannte Pt-
Drdhte, zu erfolgreichen Fusionen von Zellen einer T-Lymphom-
Linie mit humanen PBL, PHA-stimulierten T-Zell-Blasten bzw. klo-
nierten zytotoxischen T-Lymphozyten. Einige der entstandenen T-
Zzell-Hybridome zeigten zytotoxische Aktivitat gegeniiber den Tar-
getzellen des Fusionspartners. Die parallel durchgefiihrten PEG-
Fusionen waren hinsichtlich der Ausbeute an T-Zellhybridomen
deutlich uneffektiver.

Die Dissertation wvon TRAWINSKI (1985) befaBt sich thematisch
ausschlieBlich mit der Fusion lymphoider Zellen durch elektrische
Feldimpulse. Der Autor beschreibt u.a. die Generierung muriner
Hybridome durch kombinierte PEG-Elektropuls-Behandlung, die Elek-
trofusion im Zellpellet (in leitfdhigem Medium) und erachtet die

DE als zellschddigenden und daher zu umgehenden Schritt innerhalb
der Fusionssequenz.

In Anknipfung an die Arbeit von LO et al. (1984) zur rezeptorver-
mittelten Elektrofusion publizierten WOJCHOWSKI und SYTKOWSKI
(1986) eine Methode, die anstelle des Avidin-Antigen-Konjugates
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eine Mehrschritt-Briickentechnik mit biotinyliertem Ag verwendet.
Die nach Elektrofusion der Zellpidrchen aufwachsenden Hybridome
produzierten ausschlieBflich mAK mit einer Spezifitat fir das zur
Immunisierung verwendete Modell-Antigen (KLH).

Der Schwerpunkt der Publikation von ABEL et al. (1986) {iber die
Herstellung muriner Hybridome durch Elektrofusion liegt auf dem
Nachweis, daB homogene Feldbedingungen zwischen den Elektroden
genauso wie inhomogene zur DE und zum Fusionserfolg fihren. Der
Vorteil des homogenen Feldes besteht in der relativen Konstanz
der Feldbedingungen innerhalb der gesamten Kammer.

BROWN et al. (1986), die parallel Elektro- und PEG-Fusionen zur
Herstellung muriner mAK (mit NS-1-Myelomzellen) durchfihrten,
kamen zu folgenden Ergebnissen: Sowohl mit Protease-vorbehandel-
ten Zellen (Pronase, Dispase) als auch mit nichtvorbehandelten
Zellen liefen sich in den Elektrofusionsexperimenten proliferie-
rende Hybridome feststellen. In den beiden beschriebenen Fusionen
lag der Prozentsatz "positiver" Kavitdten bei der Elektrofusion
etwas hoher als bei der PEG-Fusion.

Zwel verschiedene Typen von Elektrofusionskammern, die Variante
mit planaren Elektroden und die Objekttradgerausfihrung mit
fixierten Pt-Drdhten, verwendeten MANGOLDT et al. (1987) bei
ihren Versuchen, NS-1-Zellen und immunisierte Mausmilzzellen 2zu
fusionieren.

GRAVEKAMP et al. (1987) verglichen wiederum die Effektivitaten
von PEG- und Elektrofusionen hinsichtlich der absoluten Fusions-
fregquenz (humane T-Zell-Hybridome) sowie auch hinsichtlich des
verwendeten Fusionspartners. Fir die humane T-Lymphomzellinie
HSB-1 wurde nachgewiesen, dafR mittels Elektrofusion bedeutend
hohere Fusionsfrequenzen erzielt werden konnten. Ein interessan-
ter Nebenbefund ist, daB eine positive Korrelation zwischen der
Anzahl mikroskopisch beobachteter Fusionen und der Anzahl auf-
wachsender Hybridome nicht feststellbar war.

Nach OHNISHI et al. (1987) sind es nur etwa 1/500 (Maussystem)
bzw. 1/5000 (Humansystem) der physisch fusionierten Zellen, die
nach HAT-Selektion zur Bildung von Hybridomen filihren. Die Autoren
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erkliren das als Folge suboptimaler Kulturbedingungen oder aber
aus der Tatsache, daf nur eine bestimmte Fraktion der B-Zellen
die Potenz zur Hybridombildung in sich tr&dgt. Eine deutliche
Steigerung der Fusionsfrequenz wurde durch Zugabe bestimmter
"facilitators", insbesondere durch Liposomen (Glyzeryl-Monooleat)
und durch Calmodulin, erreicht.

Einen weiteren erfolgreichen Versuch zur Herstellung humaner
Hybridome mittels Elektrofusion unternahmen PRATT et al. (1987):
Die humane lymphoblastoide Zellinie UC 729-6 wurde entweder mit
PBL, mit Lymphozyten aus Lymphknoten oder mit Lymphomzellen fu-
sioniert. Dabei wurde mit den Lymphomzellen die hoéchste absolute
Fusionsfrequenz erzielt.

In der Publikation von ABEL et al. (1988) wird ein weiteres Mal
an die Avidin-Biotin-Methode nach LO et al. (1984) angeknUpft;
der Erfolg hinsichtlich der spezifischen Fusionsfrequenz ist aber
geringer. Der Anteil Ag-bindender Hybridome erhdhte sich von 8,3
auf 28,0 % , die absolute Fusionsfrequenz sank gegenlber der
"Standard-Elektrofusion" von 2,4 auf 0,2 Klone/lo5 Milzzellen.

MICHEEL et al. (1988) berichteten iliber die Herstellung von mAK
gegen FITC mittels Elektrofusion. Dabei wurden die Myelomzellen
direkt mit dem Hapten markiert und mit den Milzzellen der Maus,
welche mit einem entsprechenden Hapten-Carrier-Konjugat immuni-
siert worden war, 2zusammen inkubiert. Eine reale Steigerung der
spezifischen Fusionsfrequenz war jedoch nicht zu verzeichnen.

Murine Hybridome, die mAK gegen Hc-Antigene von Salmonella yollo
produzieren, wurden mittels elektrischer Feldimpulse 1in der
Helix-Kammer nach SCHNETTLER et al. (1984) von TSONEVA et al.
(1988) hergestellt. Proteasenvorbehandlung steigerte dabei die
Ausbeute nicht signifikant, aber die Fusionsfrequenzen waren bei
den Elektrofusionen generell hoéher als bei den durchgefihrten
PEG-Fusionen.

Die Arbeit wvon STENGER et al. (1988) beschaftigt sich wiederum
mit der Optimierung der Elektrofusionsparameter fiir die Generie-
rung mnuriner Hybridome mittels der Myelomzellinie SP2/0. Dabei
konzentrierten sich die Autoren auf die Zusammensetzung, Osmola-
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ritit und Konduktivitdt des Fusionsmediums, auf Amplitude und
Dauer des Gleichspannungsimpulses sowie auf die Proteasenvorbe-
handlung der Zellen. Sie erhielten etwas hohere Fusionsfrequenzen
bei einer Reduktion der Osmolaritdt des Mediums. Eine bedeutende
Verbesserung bewirkte der Ersatz von Phosphat durch L-Histidin
als Puffersubstanz. Dieses neue Fusionsmedium wies eine etwa 3X
geringere Konduktivitdt auf als das Referenzmedium nach VIENKEN
und ZIMMERMANN (1985).

KARSTEN et al. (1988) faBten ihre Erfahrungen mit der Elektro-
fusion, die sie in einer Reihe von Experimenten und im direkten
Vergleich mit der PEG-Fusion gemacht haben, wie folgt zusammen:
Die absolute Fusionsfrequenz liegt 3,8x bis 33x hoher und die
spezifische Fusionsfrequenz ist gegenliber der PEG-Methode nicht
veradndert. Gleichfalls keine Unterschiede bestehen hinsichtlich
AK-Titer, Isotypverteilung, Stabilitdt der AK-Produktion, Trans-
plantierbarkeit in M&duse und Kryokonservierbarkeit.

Eine weitere Art von rezeptorvermittelter Elektrofusion stellen
auch die Experimente dar, die von FORTIER et al. (1988) publi-
ziert wurden. Das verwendete Antigen waren Mannoproteine aus
Candida albicans. Die antigenspezifische Zytoadharenz wurde durch
die Lektinwirkung von Con A als Bindeglied zwischen Myelomzellen
und denjenigen Lymphozyten, die das Ag gebunden haben, erreicht.

GLASSY et al. (1988) sieht flir die Elektrofusion eine Perspektive
primdr auf dem Gebiet der humanen Hybridome, wo oft nur sehr
geringe Lymphozytenmengen verfiigbar sind. Er verweist desweiteren
auf neue Entwicklungen auf dem Gebiet der Elektrodenkammern, die
sowohl die direkte visuelle Beobachtbarkeit als auch das Verar-
beiten grdpBerer Zellzahlen (z.B. die Zellpopulation einer gesam-
ten Mdusemilz) ermdéglichen.

In der Absicht, die Technik der Elektrofusion fiir die Herstellung
humaner mAK zu optimieren, fiilhrten GLASER et al. (1989a, 1989Db)
Versuche mit der Mensch-Maus-Heteromyelomlinie CB-F7 durch. Unter
Verwendung einer Mikrokammer mit anndhernd homogenen Feldbedin-
gungen, die mikroskopisch kontrolliert werden konnte, wurden bis
zu 15 Hybridome/105 Lymphozyten hergestellt. Die Autoren fanden
einen relativ weiten Optimalbereich flir Pulsldnge und -stdrke.
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Die Vorbehandlung mit Pronase steigerte die absolute Fusionsfre-
gquenz, wohingegen die Anwesenheit des Enzyms wdhrend der elektri-
schen Behandlung die Zellen irreversibel schddigte. Weiterhin
wird der mdglichst schnelle Transfer der elektropulsbehandelten
Zellsuspension in physiologisches Ionenmilieu als kritisch bewer-
tet.

Unter derselben Thematik - der effektiven Herstellung humaner mAK
mittels einer Heteromyelomlinie und elektrischer Feldimpulse -
steht auch die Arbeit von FOUNG und PERKINS (1989). Die humanen
B-Lymphozyten aus Blut bzw. Milz wurden mit EBV bzw. Pokeweed-
Mitogen stimuliert und in einer helikalen Fusionskammer nach
SCHNETTLER et al. (1984) fusioniert. Im Gegensatz 2zu GLASER et
al. (1989b), die eine schnelle Uberfiihrung der Zellen in normales
Ionenmilieu empfehlen, verblieben hier die fusionierten Zellen
nach dem Impuls filir 10 min im Fusionsmedium (isotone Inositldsung

mit catt

und Mg++ — Ionen). Die erzielten Fusionsfrequenzen
lagen bei einigen Elektrofusionen sehr hoch. Die Autoren halten
Fusionsfrequenzen von 100 - 1000, beil einer gleichzeitigen Redu-

zierung der Zellzahl auf 10° fiir prinzipiell moglich.

SCHMITT et al. (1989b) ermittelten die Optimalwerte fir einige
Parameter in der Elektrofusion von SP2/0-Myelomzellen mit murinen
Milzzellen nach Lyse der Erythrozyten sowie der T-Zellen. Eine
enzymatische Vorbehandlung der Zellen wurde in kKeinem Fall durch-
gefiihrt. Die hochste absolute Fusionsfrequenz (24 Klone/lo5 Milz-
zellen) wurde beili einer Feldstdarke des Impulses von 2 kvem™ 1
erreicht; bei 4 kvem™1 war die Fusionsfrequenz bereits um das
mehr als 10fache verringert. Die Autoren nehmen an, daB auch die
Auswahl eines geeigneten Subklones der verwendeten Myelomzellinie

mitentscheidend fiir den Erfolg der Fusion ist.

Weitere Arbeiten (SCHMITT und ZIMMERMANN 1989, SCHMITT et al.
1989a) befassen sich mit der Wirkung hypoosmolarer Bedingungen
auf die Elektrofusion. Nach Selektion eines SP2/0-Subklones, der
osmotisch resistent war, wurden Fusionsmedien auf Sorbitolbasis
(mit Ca++, Mg++, BSA) verschiedener Osmolaritdten getestet. Dabei
erwies sich das stark hypotone Medium mit 75 mosM/1l als Jjenes,
mit dem die hochsten Fusionsfrequenzen erreichbar waren. Die

Ergebnisse waren gut reproduzierbar (im Gegensatz zu Versuchen
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mit isoosmolaren Lésungen) . Auch die Fusionierung relativ weniger
Zellen (10 ) war mit dieser Methode mdglich. Als Ursache fir die
1,5- bis 2-fache Steigerung der Hybridomausbeute in 75 mosM -
Medium diskutierten die Autoren einen geringen und einheitlichen
Anstieg der Membranpermeabilitdt und/oder die Destabilisierung
der zytoskeletalen Elemente der Zellen.

KATENKAMP et al. (1989) versuchten in Anlehnung an die Arbeit von
TRAWINSKI (1985), murine Hybridome durch elektrische Zellfusion
im Zellkulturmedium (RPMI 1640) herzustellen. Es konnten mnit
dieser Methode keine Hybridome erzeugt werden, wohlngegen Fusio-
nen in isotoner Mannit-Ldsung unter Zusatz von Dk; und catt-
Ionen erfolgreich waren. Die unter optimalen Bedingungen erreich-
te Frequenz betrug 2,2 Hybridome/lo5 Milzzellen (bei einem Impuls
von 4 XkvVcm 1 fiir 10 iLs). Parallel durchgefiihrte PEG-Fusionen

ergaben nur Werte bis zu maximal 0,55 Hybrldome/lo5 Milzzellen.

Fine weitere Arbeit zur Antigen-vermittelten Elektrofusion nach
L0 et al. (1984) wurde von HEWISH und WERKMEISTER (1989) publi-
ziert. Mit eine Streptavidin—Biotin—Brﬁcken—Technik und einen
Elektroporationsgerdt (Bio-Rad) erreichten die Autoren eine be-
trichtliche Steigerung der spezifischen Fusionsfrequenz sowohl
peim Einsatz von starken als auch von schwachen Immunogenen.

Einen deutlichen Anstieg der absoluten Fusionsfrequenz - bei
keiner signifikanten Anderung des Anteils antigen-pcsitiver Klone
- verzeichneten auch VAN DUIJN et al. (1989) bei ihren Experimen-
ten zur Herstellung von Hybridomen aus in vivo oder in vitro
immunisierten Mauslymphozyten. Die Werte erreichten etwa das
gs0fache im Vergleich mit PEG-Fusionen.

Neben den Publikationen, die den Akzent auf die Entwicklung der
Elektrofusion als Methode legen, gibt es neuere Arbeiten zur
Herstellung von mAK, die die Elektrofusionstechnik nur als Mittel
zum Zweck erwidhnen, ohne auf methodische Einzelheiten einzugehen
(MENG und TRAWINSKI 1988, PAQUE und MILLER 1989, TALBOT und
HALLEE 1989).

FOUNG et al. (1990) sowie auch ZIMMERMANN et al. (1990) verwenden
in Anlehnung an friilhere Arbeiten hypoosmolares Fusionsmedium zur
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Herstellung von Human- bzw. Maus-Mensch-Heterohybridomen. Durch
die bedeutende Steigerung der Fusionsfrequenz in 75 mosM Medium
gegeniiber dem Standard-Fusionsmedium mit 300 mosM konnten FOUNG
et al. (1990) Mikrofusionen mit einem Ansatz von 1-2 X 10° EBV-
transformierten humanen B-Zellen erfolgreich durchfiihren.

TAKAHASHI et al. (1991) brachten insofern einen neuen Gesichts-
punkt ins Spiel, als daB sie das elektrische Breakdown nicht mehr
mit einem d.c. Puls induzierten, sondern statt dessen einen a.c.
Puls (10 kHz; 0,3 ms; 12 kV/cm) applizierten, was gleichfalls
7ellfusionen ausldste. Der Zellkontakt wurde hier nicht durch DE,
sondern durch Zentrifugation hergestellt.

Ag-vermittelte Elektrofusionen sind Gegenstand der Publikationen
von TOMITA und TSONG (1990) sowie von BLANCHER et al. (1991). Die
Priselektion der Zellen erfolgte entweder durch Avidin-Biotin-
Techniken nach LO et al. (1984) oder durch direktes Targeting der
Antigen-positiven B-Zellen an die Myelomzellen. Das Antigen wurde
dabei direkt in die Myelomzellmembran eingebaut oder im Falle von
Human-IgM auf der Human-Maus-Heteromyelomlinie a priori
exprimiert (BLANCHER et al. 1991). Wdhrend TOMITA und TSONG mit
ihrem Fusionsprotokoll eine Steigerung der spezifischen
Fusionseffizienz erreichten, stellten BLANCHER et al. mit der
Methode des direkten Targeting keine diesbeziligliche Verbesserung
im Vergleich mit "Zufallsfusionen" fest.

In Anbetracht der Vielzahl von Einzeldaten und -befunden und der
zahlreichen, z.T. einander widersprechenden Auffassungen zu den
kritischen Parametern der Elektrofusion ist eine zuammenfassende
Wertung nicht einfach. Wie generell in der Hybridomtechnik, gibt
es einen Trend zu hdherer Effektivitdt, d.h. zu hdherer absoluter
Fusionsfrequenz und einen Trend zu hdherer spezifischer Fusions-
frequenz. Beidem trdgt auch die Entwicklung auf dem Gebiet der
Elektrofusion Rechnung.

- Fast alle Autoren favorisieren die Elektrofusion hinsichtlich
der erreichbaren absoluten Fusionsfrequenz.
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- Eine Steigerung der spezifischen Fusionsfrequenz ist durch die
Priselektion der B-Zellen prinzipiell mdglich. Fiir ausgewahlte
Antigene ist die Préselektionsmethode sinnvoll, insbesondere
fiir die Methode der humanen mAK.

- Vorbehandlung der Zellen mit Proteasen wird von der Mehrzahl
der Autoren als gilinstig angesehen, die héchsten Fusionsfre-
quenzen sind allerdings ohne eine solche erreicht worden
(FOUNG und PERKINS 1989).

- Es sind prinzipiell verschiedene Kammertypen - die auch unter-
schiedliche Feldbedingungen zur Folge haben - einsetzbar. Die
Wahl ist abhidngig von der jeweils konkreten Aufgabenstellung
(z.B. die Fusion relativ geringer Zellmengen).

- Sowohl murine als auch humane Hybridome sind durch die Elektro-
fusion herstellbar. Gleichfalls koénnen mit dieser Technik
sowohl B-Zell- als auch T-Zell-Hybridome generiert werden.

- Modifikationen des Fusionsmediums (Konduktivitdt, Osmolaritat,
Ionengehalt, Anwesenheit von '"facilitators") haben Einfluf auf
den Fusionserfolg.

- Variation der elektrischen Parameter (Feldstdrke, Impulsdauer,
Anzahl der Impulse usw.) beeinfluft ebenfalls - in bestimmten
Grenzen - die Fusionsfrequenz.

In Auswertung der Verdffentlichungen zur Elektrofusion als
Methode der Hybridomtechnik kommt man 2zu dem SchluB, daf die
wesentlichen Parameter filir die Elektrofusion den konkreten Be-
dingungen des jeweiligen Hybridomlabors angepaft werden sollten,
in Anlehnung an das publizierte Datenmaterial. Daflir sprechen
u.a. die relative Vielfalt von Gerdte- und Kammertypen, die la-
borspezifischen Zellkulturbedingungen (Wasser, Glaswasche, Serum-
charge u.d.) sowie die Tatsache, daB im Laufe der Zeit Sublinien
von etablierten Myelomzellinien entstanden sein dlirften, die
voneinander in den Eigenschaften, die fiir die Elektropulstechnik
relevant sind, abweichen konnen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Tiermaterial

gur Immunisierung wurden adulte weibliche Tiere des Stammes
BALB/c eingesetzt (Tierzuchtbetrieb Schdnwalde, unter SPF-Bedin-
gungen gehalten). Solche Tiere dienten auch als Spender der
Stiitzzellen fiir Zellkulturarbeiten und zur In-vivo-Kultivierung
der Hybridome. Standardmischfutter und Wasser standen den Tieren

ad libitum zur Verfiigung.

2.2. zur Immunisierung eingesetzte Antigene
2.2.1. Zelluldre Antigene

gur Immunisierung der Miuse wurden Zellen der B-Zell-Linien Raji
und LICR-LON-HMy-2, der T-Zell-Linien JURKAT, HUT 102 und der
Non-T-Non-B-Linie Reh verwendet. Dariiber hinaus wurden Mause mnit
ConA-stimulierten T-Zell-Blasten, mit der SE bindenden Lymphozy-
tenfraktion des peripheren Blutes, mit der Fraktion der LGL aus
dem peripheren Blut, mit einer an Basophilen angereicherten Frak-
tion der peripheren Blutleukozyten sowie mit Thymozyten immuni-
siert. Weitere zelluldre Antigene waren die Zellinie U 937 (Her-
kunft: Histiozytdres Lymphom), fixierte Tonsillenzellen sowie
eine Leukozytenprdparation aus Schweineblut.

Der Immunisierungsmodus war in allen Fallen dhnlich und entsprach
einer Mehrfachapplikation des Antigens (Zellsuspension von 10
bis 10’ Zellen in PBS). Appliziert wurde i.p. ohne KFA. Jewells 4
Tage nach der letzten (Booster-) Immunisierung wurden die Milzen

entnommen und zur Fusion verwendet.



2.2.2. Protein-Antigene

- Alkalische Phosphatase

- Streptokinase

- Glukoseoxidase

- IgG1(N)kirp

- IgE(X)ND

- IgE (&) Yu

- IgD(X)Di
- A

Kir

- PMSG

- Serotonin-BSA

- ACh-BSA
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(aus Kdlberdarm, Forschungsinstitut
fiir Medizinische Diagnostik Dresden)
(Arzneimittelwerk Dresden, Werks-
prdparation)

(aus Aspergillus niger, prédpariert am
Bereich Biochemie der Sektion Bio-
wissenschaften der KMU Leipzig)
(humanes Myelomprotein, pré@pariert von
Frau Dr. Hidge, KMU Leipzig)

(humanes Myelomprotein, zur Verfiligung
gestellf von Dr. Stefani, Kinderkli-
nik Moskau)

(humanes Myelomprotein, zur Verfiligung
gestellt von Dr. Stefani, Kinderkli-
nik Moskau)

zur Verfiigung gestellt von Prof.
Spiegelberqg, USA
(Leichtkettenprédparat aus dem Myelom-
protein IgGl(N)ki,, Prépariert von
Frau Dr. Hddge, KMU Leipzig)
(pradpariert im Forschungszentrum fir
Tierzucht der Akademie der Landwirt-
schaftswissenschaften Rostock-Dum-
merstorf)

(pridpariert von Dr. Petter, Sektion
Biowissenschaften der KMU Leipzig)
(zur Verfiigung gestellt von Dr.Petter,
Sektion Biowissenschaften der KMU
Leipziqg)

(Prdparat aus Glykoproteinen des REISS-
NER’schen Fadens vom Rind, prédpariert
von Dr. Naumann, Sektion Biowissen-
schaften der KMU Leipzig)

(Prdparat von R-Phycoerythrin aus der
Rotalge Ceramium rubrum [Huds. 1762],
prdpariert von Dipl.-Biol. M.Ladusch
[KRAUS et al. 1987], Sektion Biowis-
senschaften der KMU Leipzig)
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Die Immunisierung erfolgte durch Mehrfachapplikation des Antigens
i.p. nach verschiedenen Schemata und in solchen Dosen, die er-
fahrungsgemidf zu einer starken Immunantwort fihren. Die Primar-
immunisierung erfolgte in KFA (Difco, USA; Verhdltnis der Volumi-
na 1:1). Die Entnahme der Milzen erfolgte 4 Tage nach der letzten

Immunisierung.

2.3. Zellkulturarbeiten

2.3.1. PEG-Zellfusionen

Die PEG-vermittelten Fusionen erfolgten nach Standardmethoden,
ebenso die Kultivierung in vitro und in vivo sowie die
Kryokonservierung (FIEBIG 1984). Die verwendeten Fusionspartner
sind unter 2.3.3. aufgefiihrt.

2.3.2. Materialien und Substanzen

A) Zellkulturmedien

- RPMI 1640 SIFIN

- RPMI 1640 SERVA, Heidelberg

- IMDM GIBCO, Glasgow

- IMDM Boehringer, Mannheim

B) Medienzusatze

- 5 x 1072 M 2-ME (p.a.) FERAK, Berlin

- 100 pug/ml Gentamyzin Pharmachim, Bulgarien
- 10 mM HEPES (p.a.) SERVA, Heidelberg
- 2mM L-Glutamin (in
3tdgigem Abstand) REANAL, Ungarn
- 10 % FKS SIFIN oder

Flow Laboratories GmbH, Meckenheim



25

C) 2Zusédtze fir das HAT-Selektionsmedium

-1 x 1074 M Hypoxanthin

(chromatografisch rein) REANAL, Ungarn
-4 x 107’ M Aminopterin

(flir Laborgebrauch) SCHUCHARD, Miinchen
- 1,6 X 10™° M Thymidin

(p.a.) Sigma Chemie, USA

Die gleiche Zusammensetzung, Jedoch ohne Aminopterin, gilt fir
das HT-Mediun.

AuBerdem kam die HAT-Stammlosung (50.x) von SERVA zum Einsatz.

D) Gefriermedium

RPMI 1640, 7% DMSO und
20% FKS enthaltend

E) Mykoplasmenprotektion
Fiir mykoplasmengefdhrdete Kulturen wurden dem Medium

- 50 pg/ml Tylosin, SERVA, Heidelberg, sowie
- 500 pg/ml Lincomyzin, SERVA, Heidelberg

zugesetzt.
F) PEG - Fusionsmedium
- Zellkulturmedium ohne 2-ME und ohne FKS
Alle Medien wurden mit tridestilliertem Wasser angesetzt, steril-

filtriert (Sterilfiltrationsanlage SM 16274-142, Membranfilter SM

11306, Porengrdfe 0,45 pm, SARTORIUS GmbH, Go&ttingen) und mit CO,
pH-justiert.



G)

H)
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Plastkulturgefage

Als Fusions- und Klonierungsplatten wurden Gewebekulturplatten
mit 96 Kavitidten (mit Flachboden, steril) der Firmen Flow
Laboratories GmbH, Meckenheim, Becton Dickinson, USA (Falcon
Microtest II 3008) und Costar, USA, verwendet.

AupBerdem kamen in einigen Experimenten Mikrotestplatten des
Kombinates MLW, VEB Polyplast Halberstadt (sterilisiert durch
Gammabestrahlung) zum Einsatz. Diese wurden in keiner Weise

vorbehandelt.

Glaskulturgefafe

MULLER- und BOVITZKY-Gewebekulturflaschen verschiedener

créfen wurden vom VEB Technisches Glas Ilmenau bezogen.

I) Verwendete monoklonale Antikorper

7ur Markierung humaner Leukozyten mittels indirekter Immun-

fluoreszenz:

Bezeichnung Antigen Isotyp H-Kette Quelle

BL-TP 3b CD 3 gamma 1 Sektion Biowissen-
schaften der KMU
Leipzig

BL-TH 4 CD 4 ny 0 ———————- Mo

BL-TS 8/2 CD 8 gamma 1 = = —-—=——=—=—= R ettt

BL-PE/20 R-PE gamma 1 = =  —-——=————-— W

BL-PE/34 R-PE gamma 1 = ——————--- W

BL-IgM/11 L -Ketten gamma 1

humaner Ig gamma 1 = = -—————-—- W =
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Als Kontrollantikdrper in durchgefiihrten ELISA-Tests wurde einge-
setzt:

Bezeichnung Antigen Isotyp H-Kette Quelle

BL-HSC/3 Humane Se- Sektion Biowissen-
kretorische schaften der KMU
Komponente gamma 1 Leipzig

2.3.3. Kultivierung und Konservierung der Hybridome

Die Zellkulturen wurden in einem CO, - Inkubator (CytopermR
HERAEUS, Hanau) beil 379Cc in wasserdampfgesdttigter 5%iger CO,-
Atmosphire kultiviert. Das Wachstum der Zellen wurde mit den
Umkehrmikroskop TELAVAL (Carl Zeiss Jena) kontrolliert.

Die Langzeitlagerung der Klone erfolgte in Flissigstickstoff in

Kryocontainern BO 200 (K&dltetechnik Niedersachswerfen).
2.3.4. Myelom- und Hybridomzellinien fiir die Zellfusionen

Als Fusionspartner in den meisten PEG- und Elektrofusionen diente
die murine Myelomzellinie P3-X63-Ag8.653 (KEARNEY et al. 1979)
sowie in einigen F&dllen die murine Myelomzellinie SP2/0-Agl4
(SHULMAN et al. 1978).

In den Experimenten zur Herstellung bispezifischer mAK fanden die
folgenden Hybridomzellinien Einsatz (vollstdndig aus der Sektion

Biowissenschaften der KMU Leipzig stammend) :

Bezeichnung Antigen Isotyp H-Kette
H-BL-TP 3Db CD 3 gamma 1
H-BL-TS 8/2 CD 8 gamma 1
H-BL-PE/34 R-PE gamma 1
H-BL-IgM/11 u-Kette humaner Ig gamma 1
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2.4. Elektrofusion
2.4.1. Geradtetechnik

Der Elektrofusionsgenerator efg 01 wurde vom Wissenschaftlichen
Ceritebau des Zentralinstitutes fir Molekularbiologie Berlin-Buch
xonstruiert und gebaut. Er vereinigt in sich die Eigenschaften
eines HF- und eines Impulsgenerators. Seine wesentlichen Parame-
ter sind:

- Rechteckimpulse 100 - 300 V

- Impulsbreite 0,5 - 15 Us

- Dielektrophoresespannung 10 bis 60 V

(Scheitelspannung)

— pDauer des Wechselfeldes 0,1 bis 15 s

- 3 Festfrequenzen 0,5 - 1,0 - 2,0 MHz
Fs existiert dariiber hinaus die Mdéglichkeit des Volumenabglei-
ches (0 bis 100 pl, bezogen auf die Arbeit mit der Makro-Elektro-
denkammer (s.u.), wodurch die elektrischen Parameter bei unter-
schiedlichen Volumina konstant gehalten werden.
Schaltungstechnisch realisiert wurde, daf nach jedem d.c. Impuls
nochmals fiir 5 s das Wechselfeld mit der vorgewahlten Frequenz
angelegt wird. Die HF ist andererseits auch komplett abschaltbar.
Wihlbar ist weiterhin der Hand- bzw. Automatikmodus. Beli letzte-
rem li3uft die Sequenz DE - Impuls - DE mit den vorgewdhlten Wer-
ten automatisch ab. 2Zur Kontrolle der eingestellten Parameter
wurde ein Speicheroszilloskop vom Typ S 1/70 (SU) angeschlossen.
Die Elektrofusionen 1 bis 44 wurden mit einem Vorlaufer des be-
schriebenen Gerites durchgefiihrt, welches 1in der gleichen Ein-
richtung hergestellt wurde. Es besitzt keinen Automatikmodus, nur
eine Festfrequenz (1 MHz) und muB mit einem externen Spannungs-
versorgungsgerit (bis 300 V d.c., STATRON, Flirstenwalde) erganzt
werden. Impulszeiten und -feldstdrken wurden mit Hilfe des Oszil-

loskopbildes eingestellt.
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2.4.2. Elektrodenkammern

Als Elektrodenkammer diente in den meisten Fdllen eine Kon-
struktion, die zum Lieferumfang des Gerates efg 01 gehodrt. Dabei
handelt es sich um zwei aus hochlegiertem Stahl gefertigte kreis-
féormige Plattenelektroden (r = 25 mm, Starke 1 mm), die durch
einen isolierenden Kunststoffring voneinander getrennt werden
(Innendurchradius 15 mm; St&drke 0,5 mm). Damit wird gleichzeitig
die Kammer in Form eines flachen Zylinders mit h = 0,5 mm und
r = 15 mm gebildet (Volumen etwa 350 ul). Vorteile dieses Kammer-
typs sind die gute Handhabbarkeit und die Tatsache, daB kein
Totraum ( = der Anteil der Suspension, der nicht 2zwischen den
Elektroden liegt) existiert. Zellsuspensionen von 5 bis 200 ul
sind problemlos zu verarbeiten. Die Plattenelektroden werden
hitzesterilisiert. Durch Einlegen der Elektroden in ein Gehduse
wird der elektrische Kontakt hergestellt und gleichzeitig den
Sicherheitsanforderungen entsprochen. Zweiter Kammertyp ist eine
im Eigenbau hergestellte Objekttrdgerkammer (Mechanische Werk-
statt der Sektion Biowissenschaften der KMU). Auf einem Glasob-
jekttrdger wurden parallel zwei Platindrdhte (kreisrunder Quer-
schnitt, r = 0,1 mm) im Abstand von 0,2 mm fixiert. Die Kontak-
tierung erfolgte durch das Einschieben des Objekttrdgers in ein
Piakryl-Sicherheitsgehduse mit Federkontakten, welches aufgrund
seiner Transparenz auch die direkte mikroskopische Beobachtung
des Fusionsprozesses ermdglicht. Nachteilig ist die schwierige
Bergung der pulsbehandelten Zellen und das Vorhandensein von
Totraum. Zur Sterilisierung der gesamten Kammer diente 70%iges
Ethanol.

Der dritte Kammertyp, der getestet wurde, ist eine Entwicklung
aus dem Zentralinstitut fiir Mikrobiologie und Experimentelle
Therapie Jena (KATENKAMP et al. 1989) und wurde uns dankenswer-
terweise von Dr. Katenkamp zur Verfiigung gestellt. Dabei handelt
es sich um einen Glastridger von etwa ObjekttrdgergroBe, dessen
metallische Elektrodenfldche aufgedampft und mittels Ionenstrahl-
dtzung so strukturiert wurde, daB die beiden Elektroden kammartig
ineinandergreifen (M&anderkammer nach FORSTER und EMEIS 1985).

Auf eine 20 nm starke Nickel-Chrom-Schicht wurde eine 1,2 pm
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starke Aluminiumschicht aufgetragen und nach der Atzung mit einer
35 nm starken SiO,-Schicht als mechanischem Schutz versiegelt.
Die elektrische Verbindung wurde iiber ein Kupferblech realisiert,
welches durch Gold-Bonden mit der Elektrodenfldche kontaktiert
ist. Drei Elektrodenflidchen mit Distanzen von 50, 100 bzw. 200 gm
sind nutzbar. Die Stirke der Elektrodenfldche liegt mit 1,22 pm
betrichtlich unter dem Durchmesser der Zellen, die zum Einsatz
kommen, woraus sich Konsequenzen fir die Feldbedingungen ergeben.
Sterilisiert wurde mit 70%igem Ethanol. Im Gegensatz zur Platten-
elektrodenkammer, bei der annihernd homogene Feldbedingungen
vorliegen, sind die Felder, die mit den anderen beiden Kammerty-

pen aufgebaut werden, inhomogen.
2.4.3. Vorbehandlung der Zellen
2.4.3.1. Myelomzellen

Die in der Phase exponentiellen Wachstums geernteten Myelomzellen
wurden in einigen Fdllen proteolytisch vorbehandelt. Dabei wurde
Pronase aus Streptomyzes griseus (Boehringer Mannheim) in einer
Konzentration von 0,1 mg/ml PBS eingesetzt. In einem Fall wurde
eine Konzentration von 0,5 mg/ml gewdhlt. HBhere Konzentrationen
erwiesen sich in Vorversuchen als ungeeignet. Die Dichte der
Zzellsuspension betrug hierbei 1 x 107 Zellen/ml sterilfiltrierte
Pronaseldsung. Nach kurzer Einwirkzeit (30 s bei 37°C) wurde das
10fache Volumen an eisgekiihlter PBS zugegeben, die Zellen sedi-
mentiert (300 x g, 10 min) und anschlieBend zweimal in PBS ge-
waschen. Eventuell auftretende Zellaggregate wurden entfernt. Die

Vitalitdt der Zellen wurde mit Trypanblau bestimmt.

2.4.3.2. Milzzellen

In einigen Fidllen wurde mittels Dichtegradientenzentrifugation
nach BOYUM (1976) eine Auftrennung der Milzzellsuspension vorge-
nommen. Die Dichte des Trennmediums betrug in den ersten Versu-
chen 1,077 g/cm3. In vergleichenden Experimenten erwies sich die

Dichte von 1,087 g/cm3 als effektiver und wurde daraufhin verwen-
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det. Das Trennmedium wurde mit einem identischen Volumen der
zellsuspension iberschichtet, die Zelldichte betrug etwa 2 X 107
~ Zellen/ml. Zzentrifugiert wurde bei Raumtemperatur und 450 x g

(20 min). Der Lymphozytenring wurde abgenommen und 3x in PBS

gewaschen.
Substanzen: - Dextran Pharmacia, Uppsala,
Schweden
- Visotrast 370 Fahlberg-List,
Magdeburg

Andere Vorbehandlungen in Form von Fluoreszenz- und Haptenmarkie-
rungen sind in den Abschnitten 2.7. und 2.8. beschrieben.
Vor dem Einsatz in der Zellfusion wurde mikroskopisch der Anteil

plastenihnlicher Zellen bestimmt.

2.4.4. Fusionsmedien
Folgende Fusionsmedien wurden fur die Elektrofusion eingesetzt:

A) Fusionsmedium F1 (nach VIENKEN und ZIMMERMANN 1985)

280 mM myo-Inosit SERVA, Heidelberg
0,1 mM Kalziumazetat
0,5 mM Magnesiumazetat

1 mM Phosphatpuffer

B) Fusionsmedium F2
- wie F1, aber myo-Inosit ersetzt durch D-Mannit (SERVA,
Heidelberg) gleicher Konzentration

C) Fusionsmedium F3 (hypoton, nach STENGER et al. 1988)

250 mM myo-Inosit SERVA, Heidelberg
0,1 mM Kalziumazetat
0,2 mM Magnesiumazetat

1 mM L-Histidin SERVA, Heidelberg

D) Fusionsmedium F4
- isotonische Saccharoseldsung (290 mM)
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Alle Fusionsmedien wurden mit tridestilliertem Wasser angesetzt
und ihre Leitfdhigkeit mittels Konduktometer (Radelkis, Ungarn)

bestimmt. Sie betrug filir die einzelnen Medien:

F1 185 pScm™ 1t
F2 185 pScm™ 1
F3 60 pscm™t
F4 15 pscm™t
2.4.5. Arbeitsschritte bei der Elektrofusion lymphoider Zellen

27.4.5.1. Arbeit mit der Plattenkammer

Alle Arbeiten (auBer Zentrifugationen) wurden in einer Laminarbox
durchgefihrt.

Die zu fusionierenden Zellen wurden, nachdem sie eventuell wie
unter 2.4.3. beschrieben vorbehandelt worden waren, in einem
pestimmten numerischen Verhiltnis gemischt, in ein 10ml-Zentrifu-
genrdhrchen (Spitzboden) pipettiert und zusammen sedimentiert
(Kiihlzentrifuge K23 Janetzki, Engelsdorf; 300 x g, 10 min). Das
numerische Verhiltnis von kernhaltigen Milzzellen zu Myelomzellen
betrug im Mittel 2,64 ¥ 2,14. Das Zellpellet wurde in 300 pl
Fusionsmedium schonend resuspendiert und im gleichen Volumen 3X
gewaschen (Tischzentrifuge T52.1 Janetzki, Engelsdorf; 300 X g,
jeweils 2 min). Nach dem letzten Waschen wurden die Zellen 1in
einem bestimmten Volumen Fusionsmedium aufgenommen, so daf die
Zelldichte 1x105/u1 petrug. Aus diesem Ansatz wurde das gewlinsch-
te Volumen (5-150 M1l) vorsichtig auf die untere Plattenelektrode
pipettiert, welche bereits vorher im Sicherheitsgehause fixiert
wurde und zusammen mit dem Kunststoffring die Lage der Fusions-
kammer markiert. Eventuell beim Pipettieren aufgetretene Luftbla-
sen wurden beseitigt, die Kammer durch Auflegen der oberen Plat-
tenelektrode geschlossen und der Gehdusedeckel aufgeschraubt. Die
Kammer wurde mit dem Fusionsgenerator verbunden, an welchem vor-
her die elektrischen Feldparameter (siehe 2.4.1.) eingestellt

worden waren. Unmittelbar danach wurde die Fusionsseguenz ausge-
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186st und konnte am Oszilloskop kontrolliert werden. Nach Beendi-
gung der elektrischen Behandlung wurde die Kammer vom Generator
getrennt und gedffnet. Die an den Platten haftende Zellsuspension
‘wurde vorsichtig mit je 0,5 ml auf 37°C erwdrmtem Medium (IMDM
oder RPMI 1640, jeweils 10% FKS) iiberschichtet. Nach schonender
Durchmischung wurde die Suspension in 1 ml Medium {Uberfihrt.
Nochmaliges Uberschichten der Platten mit je 0,5 ml Medium und
leichtes Ankippen gestatteten eine maximale Riickgewinnung der
eingesetzten Zellen. Vor dem Einstellen in den CO,-Inkubator
wurde der Zellsuspension eine geringe Probe (ca. 2 pl) entnommen
und in einer speziellen Beobachtungskammer mikroskopisch auf
Zellzustand und Vorliegen von Fusionsprodukten ausgewertet
(LABOVAL 4, Carl Zeiss Jena). Diese Kammer wurde aus einem
Objekttridger und einem diinnen Messingring (Innenradius 4 mm, ca.
0,2 mm stark) gebildet. Nach dem Einpipettieren der Probe wurde
sie mit einem Deckglas verschlossen. Die elektropulsbehandelten
Zellen verblieben fiir 30 bis 60 min im CO,-Brutschrank. Wahrend
dieser Zeit konnten sich weitere Fusionen - unter Verwendung
jeweils neuer steriler Plattenelektroden - in der beschriebenen:
Abfolge anschliefBen. Der Zeitumfang einer Teilfusion von der
Resuspension des gewaschenen Zellpellets bis 2zum Einstellen der
R8hrchen in den Inkubator lag bei etwa 2 min. Nach der post-
fusion Inkubation wurden die Zellen sedimentiert (Bedingungen wie
beim Waschen) und das Pellet in HAT-Medium aufgenommen. Die Zell-
dichte wurde hierbei so eingestellt, daB beim Ausplattieren ca. 1
x 102 Zellen pro Vertiefung der 96er Zellkulturplatte ausgesat
wurden. Diese Platten wurden in der Regel einen Tag vor der Fu-
sion durch Ausplattieren von syngenen Maus-Peritonealmakrophagen
(5x103/well) oder Maus-Milzzellen (1x105/well) vorbereitet und
iber Nacht inkubiert. In einigen Fallen wurde auch erst am Tag
nach der Fusion das Normalmedium durch HAT-Medium ersetzt. Anson-
sten erfolgte der Medienwechsel im Abstand von 3-4 Tagen. Da das
Auftreten der ersten Hybridome innerhalb der einzelnen Fusionen
sehr differierte (4 Tage bis zu zwei Wochen), wurde die Umstel-
lung von HAT- auf HT-Medium in Abhdngigkeit vom Hybridomwachstum
vorgenommen. Gleiches gilt auch filir das Auszdhlen der gewachsenen

Klone. Zum Ermitteln der absoluten Fusionsfrequenzen wurde der
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Wert der jeweils letzten Auszdhlung verwendet, wobei alle ge-
wachsenen Hybridome berlicksichtigt wurden, einschlieflich sol-
cher, die in einer relativ friihen Phase abgestorben waren.

Nach zweimaligem Fiittern der Kulturen mit HT-Medium konnten sie

problemlos auf Normalmedium umgestellt werden.

2.4.5.2. Arbeit mit der Objekttragerkammer

Die Zellsuspension, in der sich die Fusionspartner in gleichen
Verhiltnissen wie bei der Arbeit mit der Plattenkammer befinden,
wurde nach 3maligem Waschen in Fusionsmedium auf eine Zelldichte
von 104/u1 eingestellt. Die Kammer faBft ein Volumen von etwa 5
bis- 20 pl, wobei der Totraum (der Anteil der Suspension, der
nicht zwischen den Elektroden liegt) relativ grof ist. Das Fillen
der Kammer erfolgte mittels Lufthubpipette. Nach dem Verschliefen
und damit dem Kontaktieren der Kammer konnte sie unter einem
Invers- oder einem Normal-Durchlichtmikroskop fixiert und der
Prozefs der DE sowie die Zellfusion selbst direkt beobachtet wer-
den. Die Parameter fiir die elektrische Behandlung mufB3ten aufgrund
der unterschiedlichen Kammerbedingungen neu eingestellt werden:
Dazu dienten entsprechende Vorversuche mit irrelevanten Milz- und
Myelomzellen. Zur Bergung der Zellen nach der Fusion wurden die
Platindrihte mit 200 pl Normalmedium iiberschichtet und die
Suspension vorsichtig aufpipettiert. Dieser Vorgang wurde minde-
stens 1 x wiederholt. Die mikroskopische Kontrolle ergab jedoch,
dafR in keinem Fall eine 100%ige Riickgewinnung der eingesetzten
Zellen erfolgte. Die weitere Behandlung (Inkubieren, Ausplattie-
ren) gleicht der unter 2.4.5.1. beschriebenen, die Zelleinsaat-
dichte lag allerdings um etwa das 10fache niedriger. Eine Wieder-
holung des Fusionsvorganges war durch sofortiges intensives Spi-
len mit aqua dest. und Einlegen der Kammer in 70%iges Ethanol

m&glich.
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2.4.5.3. Arbeit mit der Maanderkammer

Hierbei muBten wiederum die elektrischen Parameter in Vorversu-
chen neu eingestellt werden, da verdnderte Feldbedingungen gegen-
{iber den oben angefiihrten Kammertypen vorlagen. Genutzt wurden
die Elektrodenfldchen mit 100 und 200 um Distanz. Die Zelldichte
lag bei 5%x105 - 1x104/pd4 die Kammerfiillung erfolgte mittels
Lufthubpipette. Die eingesetzten Volumina lagen 2zwischen 10 und
50 pl Zellsuspension. 2Zum 2Zweck der besseren mikroskopischen
Kontrolle und der Verteilung der Zellen iliber eine mdglichst grofe
Elektrodenfliche wurde dieselbe mit einem sterilen Deckglaschen
verschlossen. Nach der Kontaktierung'und der Fixierung der Kammer
unter dem Durchlichtmikroskop wurde die Fusionssequenz ausgelost.
Die Zellen wurden nach Uberschichten mit Normalmedium geborgen,
wobei dieser Arbeitsgang noch einmal wiederholt wurde. Der Anteil
der nicht zurlickgewonnenen Zellen lag dabei unter einem Prozent.
Fiir wiederholte Fusionen mit der Mianderkammer muBte mit sterilem
aqua dest. zwischengespiilt werden. Fir Inkubation und Ausplattie-

ren gilt das fir die Plattenkammer beschriebene Verfahren.

2.5. Ermittlung der Fusionsfrequenzen und Primdrscreening

Die absolute Fusionsfrequenz FF_, ergibt sich aus den Werten flir
die Gesamtzahl der aufgewachsenen Hybridome (ermittelt nach mehr-
maligen Auszdhlungen) NHyb und der Anzahl eingesetzter Myelomzel-

len nMy bzw. Milzzellen Ny ¢

FFa/My = nHyb/nMy x 10° (FF,, bezogen auf Myelomzellen)

FFa/Mi nHyb/nMi x 10° (FF,, bezogen auf Milzzellen)

Die Uberstidnde von Hybridomen, die eine bestimmte GroBe erreicht
hatten (mehr als 100 Zellen), wurden in einem Primdrscreening auf
das Vorhandensein von Ag-spezifischen AK getestet. Je nach Art
des zur Immunisierung eingesetzten Ag kam dabei ein ELISA, die
indirekte Immunfluoreszenz oder immunhistochemische Detektions-

verfahren 2zum Einsatz. Dieser Test wurde 2zur Absicherung der
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Ergebnisse und zum Erfassen spidter gewachsener Klone nach einer
Woche wiederholt.

'Als spezifische Fusionsfrequenz FF, wurde der prozentuale Anteil
von im Primidrscreening positiven Klonen an der Gesamtzahl der
gewachsenen Klone berechnet. Dieser Wert verliert an Scharfe,
wenn oligoklonales Wachstum vorlag, d.h. mehrere Hybridome 1in
einem KulturgefiB der Mikrotiterplatte aufwuchsen: In diesem Fall
wurde die FFg als prozentualer Anteil positiver Uberstdnde an der
Gesamtzahl von Uberstinden aus Einzelgefdfen mit Hybridomwachstum
ermittelt.

2.5.1. ELISA

Flir dieses Testsystem, das fir die Proteinantigene verwendet
wurde, die unter 2.2.2. aufgelistet sind, wurden folgende Mate-

rialien und Losungen bendtigt:

- Mikrotestplatten mit 96 Vertiefungen (Polyplast Halberstadt),
Variationskoeffizient 5%

- Waschpuffer PBS/Azid und PBS/Tween

- Antigenldsung (1-10 pg/ml PBS/Azid)

- ZAM/HRP (prédpariert von Frau Dipl.-Biol. Edelmann, KMU Leipzig)

- Substratlosung:

8,4 mg o~-PD (p.a.) in 9,7ml 0,66 M Zitronensdure und
10,3ml 0.132 M NazHPO4
kurz vor Gebrauch Zugabe von 20 pul H,0,, 30%ig

Der Test ldauft nach folgendem Schema ab:

1. Beschichten der Platten mit jeweils 100 pl Ag-Losung

2. Inkubation fiir 16h bei 4°cC

3. Zweimaliges Waschen der Platten mit PBS/Azid

4. Einpipettieren der Zellkulturiiberstdnde bzw. der Negativkon-

trollen (PBS oder mAK BL-HSC/3 in Gebrauchsverdiinnung), Jje-
weils 100 ul
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5. Inkubation fiir 1 h bei 37°C
6. Dreimaliges Waschen der Platten mit PBS/Tween, jewelils 3 min
7. Einpipettieren von 100 w1l ZAM/HRP (Gebrauchsverdiinnung 1:1000
in PBS/Tween) |
8. Inkubation fiir 1 h bei 37°cC
9. Dreimaliges Waschen der Platten mit PBS/Tween, jeweils 3 min
10.Einpipettieren von jeweils 100 ul der frisch angesetzten
Substratlosung
Inkubation fiir 10 min bei Raumtemperatur unter LichtabschluB
11.Abstoppen der Reaktion mit je 100 1 4N H,S50,
12 .Photometrische Auswertung des Reaktionsproduktes mit dem Gerat

SUMAL PE (Carl Zeiss Jena) bei A = 492 nm

Gegebenenfalls (z.B. bei Mangel an Ag) kdnnen die Probenvolumina

ohne gréferen Informationsverlust auf je 50 K1 reduziert werden.

2.5.2. Indirekte Immunfluoreszenz

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung (JENALUMAR Carl Zeiss
Jena) und die 2zytofluorimetrischen Analysen am FACS 440,
(Becton/Dickinson, USA) zum Zwecke der Primdrtestung sowie fir
die Analyse von Hybrid-Hybridomen wurden so durchgefiihrt, wie bei
SEIFERT (1989) beschrieben.

Der Test auf Bispezifitdt von AK-Hybriden gegeniiber Membran-Ag
von PBL und R-PE erfolgte durch eine Zweischritt-Technik, wobel
im ersten Schritt PBL mit dem Uberstand des entsprechenden Klones
und nach Waschen im 2zweiten Schritt mit einer R-PE-LOsung in

Gebrauchsverdlinnung inkubiert wurden.
2.5.3. Immunhistochemische Untersuchungen

Diese wurden in Kooperation mit Dr. Kupper (KMU Leipzig; humanes
lymphatisches Gewebe) und Dr. Petter (KMU Leipzig; Rattenhirn)
durchgefiihrt. Die entsprechende Methodik ist bereits an anderer
Stelle ausfiihrlich beschrieben worden (KUPPER et al. 1984, TYPLT
1986) .
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2.6. Zellmarkierungen

2.6.1. Biotinylierung von Myelomzellen bzw. Hybridomzellen

1x107'Myelomzellen (P3-X63-Ag8.653 oder SP2/0-Agl4) wurden 2Xx in
steriler PBS gewaschen und in 2ml PBS resuspendiert (Zelldichte
5x106ﬁml). BNHS (Boehringer Mannheim) wurde in Dimethylformamid
geldst (5 mg/ml). Von dieser LOsung wurden 5 pl1 der Zellsuspen-
sion zugesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei Raumtempe-
ratur und gelegentlichem Schiitteln wurde die Reaktion durch Zuga-
be von 10 ml eisgekiihlter PBS gestoppt und die Zellen 2x im glei-
chen Volumen PBS gewaschen. Die erfolgte Biotinylierung wurde
nach Inkubation eines Aliquots mit Avidin/FITC (s.u.) 1in Ge-
brauchsverdiinnung fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen (JENA-
LUMAR, Carl Zeiss Jena). Flir Hybridomzellen, die biotinyliert

werden sollten, wurde gleichermafen verfahren.
2.6.2. Fluoreszenzmarkierung von Hybridomzellen

5x10’ Zellen einer Hybridomzellinie wurden 2x in steriler PBS
gewaschen und das Sediment in 1 ml ZAM/FITC (SIFIN, Gebrauchsver-
diilnnung in PBS) oder alternativ nach Biotinylierung (s. 2.6.1.)
in Avidin/FITC (Gebrauchsverdiinnung, s. 2.7.2.) aufgenommen. Die
Inkubation erfolgte unter Lichtabschluf fir 30 min beil 4°C. Drei-
maliges Waschen in PBS schloBf sich an. Das an das Membranimmun-
globulin gebundene FITC-Konjugat 1lieB sich fluoreszenzmikrosko-
pisch nachweisen.

Flir die R-PE-Markierung wurden 5%10° Hybridomzellen, die mAK
gegen R-PE produzieren, gewaschen und das Zellsediment in 0,5 ml
R-PE-Ldsung (5 pg/ml) resuspendiert. Inkubation, Waschen und

mikroskopische Kontrolle erfolgten wie oben beschrieben.
2.6.3. R-PE-Markierung von antigenbindenden Milzzellen
Milzzellen der mit R-PE immunisierten Maus wurden prdpariert und

gewaschen. 2 x 10’ Zellen der Suspension wurden in 2 ml einer R-

PE-Ldsung (10 pg/ml) aufgenommen und inkubiert (30 min bei 49c
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unter LichtabschluB). Nach zweimaligem Waschen in PBS konnten die

markierten Zellen im FACS 440 sortiert werden.

2.7. Herstellung von Konjugaten
2.7.1. Antigen-Avidin-Konjugate

Die Konjugation erfolgte nach der SPDP-Methode (CARLSSON
et al. 1978): 350 pug Avidin (FERAK, Berlin) bzw. 1 mg Antigen
(IgDpi) wurden mit dem 13fachen (Antigen) bzw. mit dem 5fachen
(Avidin) molaren UberschuB an SPDP modifiziert. Das modifizierte
Avidin wurde bei pH 4,5 mittels DTT reduziert und nach Dialyse
mit dem modifizierten Ag vermischt. Die Reaktion wurde
photometrisch durch die Extinktionsmessung bei 343 nm (Freisetzen
von Pyridin-2-thion; SPEKOL 20, Carl Zeiss Jena) kontrolliert.

Das Reaktionsprodukt wurde gegen PBS dialysiert und sterilfil-

triert.

2.7.2. Haptenisierungen

Die Fluoreszenzmarkierung von Avidin flir den Test auf erfolgrei-
che Biotinylierung von Zellen erfolgte nach Standardmethoden:

1 mg FITC wurde in 100 p1 Karbonatpuffer pH 9,5 geldst und mit
10 1 einer FITC-Lo6sung (Isomer I, SERVA Heidelberg) in Karbo-
natpuffer (2 mg FITC/ml Puffer) versetzt. Nach 3 h Reaktionszeit
bei Raumtemperatur und unter Lichtabschluf wurde das Reaktionsge-
misch 1in einer Sephadex-G-25-Sdule (Pharmacia, Uppsala) aufge-
trennt und das Konjugat in einem geeigneten System getestet und
austitriert (PBL, vorinkubiert mit biotinylierten mAK gegen PBL-
Membranantigene) .

Die Biotinylierung von IgEyp, AP und HRP (Reinheitsgrad 1, Boeh-
ringer Mannheim) wurde durch die Reaktion der Proteine mit BNHS
(Boehringer Mannheim) in 0,2 M Boratpuffer pH 8,5 realisiert. 2Zu
1 mg Protein wurden 250 ug BNHS (geldst in Dimethylformamid)
gegeben und das Reaktionsgemisch 1 h bei Raumtemperatur inku-

biert. Die Reaktion wurde mit 200 pl 3 M Glyzin gestoppt und das
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freie BNHS an Sephadex G-25 abgetrennt. In einem ELISA, bei wel-
chem das biotinylierte Protein in starker Verdiinnung an Plaste
adsorbiert wurde, konnte mit Avidin als Briickenmolekiil sowie mit
biotinylierter HRP-L&sung - bei Anwendung geeigneter Kontrollen -

die erfolgte Haptenisierung nachgewiesen werden.

2.8. Versuche zur Rezeptor-vermittelten Elektrofusion
2.8.1. Avidin-Biotin-Methode nach LO et al. (1984)

3x10’ Milzzellen einer mit IgD immunisierten Maus wurden 2x in
serumfreiem Medium RPMI 1640 gewaschen und in 5 ml steriler PBS,
welche das nach 2.7.1. hergestellte IgD-Avidin-Konjugat enthielt,
aufgenommen (Inkubationszeit 4 h bei 4°C). Nach zweimaligem
Waschen mit kaltem Medium wurde die so vorbehandelte Milzzell-
suspension mit 2,1x106 biotinylierten Myelomzellen (SP2/0, prapa-
riert nach 2.6.1.) gemischt und fiir 3 h bei 4°C zusammen inku-
biert. Die 2zur Elektrofusion gewdhlten Parameter sind mit den

unter 2.8.1. angegebenen identisch.

2.8.2. Avidin-Biotin-Briickenmethode nach WOJCHOWSKI und SYTKOWSKI
(1986)

3,2x107 (Fusion Nr. 6) bazw. 1x10/ (Fusionen Nr. 9 und 24) Milz-
zellen der immunisierten Maus (Antigene AP und IgEyp) wurden
zweimal in serumfreiem Medium RPMI 1640 gewaschen und in 2 ml
einer Lo6sung des biotinylierten Ag (10 pg/ml PBS) aufgenommen.
Nach 3 h Inkubation bei 4°C wurden die Zellen in PBS gewaschen
und in 2 ml einer LOsung von Avidin (FERAK, Berlin) bzw. Strept-
avidin (Prdparat von Dr.Schréder, Zentralinstitut filir Molekular-
biologie Berlin-Buch) aufgenommen (50 pg/ml), in welcher sie 30
min bei 4°C verblieben. Zwischenzeitlich wurden Myelomzellen (P3-
X63-Ag8.653) biotinyliert, wie unter 2.6.1. beschrieben. Nach
Ablauf der Inkubationszeiten und nachfolgendem Waschen in PBS
wurden Milzzellen und Myelomzellen in einem bestimmten Verhidltnis

gemischt (Fusion Nr.6: 1:1; Fusionen Nr.9 und 24: 2:1) und
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zusammen 1 h bei 37 °C inkubiert. Die nachfolgenden Schritte
(Waschen in Fusionsmedium F1 und Elektrofusion) erfolgten wie

unter 2.8.2. beschrieben.
2.9. Zellsortierungen am FACS

Sortiert wurden vor der Fusion Nr.51 (Ag: R-PE) die rotfluores-
zierenden (R-PE bindenden) Zellen in einem entsprechenden Sor-
tierfenster. Ausgangsmenge waren ca. 1,5 X 10/ mit R-PE inkubier-
te und gewaschene Mausmilzzellen.

Nach den Fusionen Nr. 56, 57, 63, 64 und 72 (zur Herstellung
bispezifischer mAK) wurden die doppeltmarkierten Fusionsprodukte
aus den beiden Hybridomzelltypen (FITC- und R-PE-markiert) in
einem entsprechend gelegten Sortierfenster isoliert.

zur Sterilisierung des Schlauchsystems des FACS diente 70%iges
Ethanol und sterilfiltrierte PBS.

2.10. Isotypbestimmung

Die Isotypbestimmung der hergestellten mAK wurde freundlicher-
weise von Frau Dipl.-Biol. Edelmann {ibernommen. Der ELISA basiert
auf isotypspezifischen Kaninchen-anti-Maus-Isotyp-Antiseren
(Miles Lab., USA) fir IgGl, IgG2_,, IgG2,, IgG3 und IgM:

Antigen- bzw. ZAM-beschichtete Mikrotestplatten wurden nacheinan-
der mit dem mAK-haltigen Uberstdnden, mit den isotypspezifischen
Antiseren und mit einem selbstprdparierten Ziege-anti-Kaninchen-
HRP-Konjugat inkubiert (in der Jjeweiligen Gebrauchsverdinnung).
Die Waschschritte sowie die Detektion und Messung des gebundenen

AK-HRP-Konjugates erfolgten wie unter 2.5.1. beschrieben.

2.11. Statistik

Zur statistischen Auswertung der Fusionsfrequenzen wurde der U-
Test nach MANN und WHITNEY (WEBER 1986) herangezogen (Signifi-
kanzniveau p = 0,05). Flir die statistische Sicherung der Korrela-
tionskoeffizienten wurde ebenfalls von einer Irrtumswahrschein-

lichkeit p = 0,05 ausgegangen (GRIMM und RECKNAGEL 1985).
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3. ERGEBNISSE

3.1. Fusionsfrequenzen der durchgefiihrten Elektrofusionen

zur Herstellung von murinen Hybridomen

In den Tabellen 1 bis 3 sind die Fusionsfrequenzen aller 74
durchgefiihrten Elektrofusionen zur Herstellung muriner Hybridome
zusammengefaBt. Aufgrund der Tatsache, daB innerhalb der Fusions-
experimente einzelne Parameter gezielt verdndert wurden, die
einzelnen Fusionen also nur bedingt vergleichbar sind, werden

keine Mittel- und Streuungswerte angegeben.

Tabelle 1: Zusammenfassende Darstellung der Fusionsfrequenzen
der durchgefiihrten Elektrofusionen zur Herstellung
von murinen Hybridomen

Fusion Nr. Antigen FFE/My/11) FFE/My/ZZ) FFE/Mi/11) FFE/Mi/ZZ) FFS(%)3) Anzahl Hybridome
1 AP 1,82 1,82 0,91 0,91 9 91
2 LGL 0,92 0,92 0,46 0,46 0 46
4 LGL 1,60 3,38 1,00 2,11 5 400
6 AP 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
7 -y 7,20 9,60 2,70 3,60 11 864
8 Thym.”? 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
9 AP 1,50 1,70 0,89 0,97 11 90

10 SHT-BSA 1,28 2,24 0,43 0,75 5 64
11 1961 . 3,87 4,67 1,64 2,00 14 118
12 1961, 2,62 2,83 0,67 0,72 15 80
13 JURKAT 4,30 4,36 2,69 2,73 38 215
14 JURKAT 5,07 6,17 3,58 3,97 21 304
15 Thym.”>) 0,23 0,23 0,06 0,06 33 30
16 SHT-BSA 0,73 0,73 0,16 0,16 0 29
17 SHT-BSA 0,25 0,15 0,25 0,15 0 25
18 -y 1,39 1,55 0,67 0,75 10 153
19 19D, . 3,05 3,05 0,21 0,21 28 64
20 19D, . 4,57 4,57 0,32 0,32 8 96
21 SHT-BSA 0,34 0,9 0,13 0,38 0 18
22 sk 5,27 6,60 1,84 2,30 10 295
1

Anzahl Hybridome/105 eingesetzte Zellen (My = Myelomzellen; Mi = Milzzellen)
Index 1 kennzeichnet den durchschnittlichen Wert, der sich aus allen durchgefiihrten
Teilfusionen ergibt.

§) Index 2 kennzeichnet den Wert der jeweils besten Teilfusion.

) Anteil Ag-positiver Klone an der Gesamtheit der gewachsenen Kulturen
4) '
5 humane T-Lymphozyten aus PBL

humane Thymozyten
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Tabelle 2: Zusammenfassende Darstellung der Fusionsfrequenzen
der durchgefiihrten Elektrofusionen zur Herstellung
von murinen Hybridomen (Fortsetzung)

Fusion Nr. Antigen FFE/My/11) FFE/My/ZZ) FFE/Mi/11) FFE/Mi/ZZ) FFS(%)S) Anzahl Hybridome
23 1By pby, 056 0,82 0,29 0,42 18 57
24 1By, 0.3 0,36 0,17 0,18 1% 17
25 LGL 3,10 6,05 1,09 2,90 12 395
26 LGL/Thym. 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
27 lanbda, . 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
28 LGL/T-Ly. 8,40 10,40 1,93 2,36 1 552
29 fix.Ly.®? 1,55 2,92 0,42 0,79 7 101
30 PMSG 0,57 0,87 0,43 0,87 12 82
31 SHT-BSA 0,30 0,73 0,11 0,22 0 26
32 SHT-BSA 1,45 1,60 2,42 2,67 0 29
33 lanbda, ;3,40 3,90 1,51 2,16 23 136
34 Basophile 0,00 0, 00 0,00 0,00 0
35 HUT 0,00 0,00 0,00 0,00 0
36 Raji 0,00 0,00 0,00 0,00 0
37 HUT 2,11 3,20 1,67 2,67 15 95
38 lanbda, . 0,51 0,90 0,21 0,29 15 22
39 Basophile 0,13 0,50 0,06 0,13 20 6
40 PMSG 3,50 5,01 1,15 1,29 26 161
41 SHT-BSA 0,81 0,83 1,38 1,78 0 29
42 1g61,; . 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
43 Raji 8,36 9,60 1,77 2,40 16 585
44 Raji 1,69 5,90 0,36 1,50 19 118
45 Basophile 1,51 2,15 0,38 0,55 37 86
46 1961, 1,40 2,00 2,08 2,27 5 120
47 lanbda, . 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
48 ACh-BSA 3,76 10,20 1,54 2,55 38 338
49 RF 2,2 3,33 1,10 1,64 35 121
50 R-PE 3,15 5,80 1,58 2,90 7 441
51 R-PE 3,67 4,30 7,33 8,70 59 22
52 HMy 0,00 0,00 0,00 0,00 0
53 HMy 0,00 0,00 0, 00 0,00 0 0
54 ACh-BSA 1,18 2,20 0, 74 1,37 21 26
55 HMy 9,27 12,70 2,60 3,60 26 649
58 LoL 3,17 7,03 1,37 2,00 21 342
59 -8l.”) 0,12 0,60 0,05 0,30 40 16
60 LoL 0,10 0,10 0, 04 0,04 0 12
61 18170 2,44 5,00 0,82 2,00 5 198
62 Leu/sch®) 2,38 2,90 - -0,63 0,77 5 190-+
66 LoL 12,85 16,85 4,28 5,62 5 1028
67 R-PE 0,37 3,00 0,37 3,00 5 9
68 fix.Ly.2? 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0

H _5)

siehe Tabélle 1
fixierte Tonsillenlymphozyten
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Tabelle 3: Zusammenfassende Darstellung der Fusionsfrequenzen
der durchgefiihrten Elektrofusionen zur Herstellung
von murinen Hybridomen (Fortsetzung)

Fusion Nr. Antigen FFE/My/11) FFE/My/ZZ) FFE/Mi/11) FFE/Mi/ZZ) FFS(%)3) Anzahl Hybridome
69 fix.1y.2? 9,73 12,00 3,08 3,96 0 895
71 -8L.70 10,44 12,00 3,68 4,20 0 919
73 GOX 9,28 10,90 2,97 3,50 2 742
74 u 937 3,25 5,90 1,08 2,00 40 244
76 5-HT-BSA 3,20 3,20 1,61 1,61 0 435
77 Raji 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
78 5-HT-BSA 0,00 0,00 0,00 0,00 0
79 Raji 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
80 HUT 102 9,00 9,00 3,60 3,60 12 360
81 5-HT-BSA 3,33 3,50 1,67 1,75 0 200
82 Raji 14,53 16,15 2,91 3,23 10 581
83 g-zel.1?) 12,08 12,10 2,42 2,42 1 483
84 GOX 15,38 15,40 6,06 6,06 20 600
1 . 6) giehe Tabellen 1 und 2
n ConA-stimulierte humane T-Zell-Blasten
8 Leukozyten aus Schweineblut
9) Zellinie (Herkunft histiozytares Lymphom)
10) humane B-Zellen
3.2. Vergleich der parallel durchgefiihrten Elektro- bzw.

PEG-Fusionen hinsichtlich ihrer Fusionsfrequenzen

In 33 Fadllen wurden Elektro- und PEG-Fusion flir den direkten
Vergleich parallel durchgefiihrt, d.h. mit demselben Ausgangsmate-
rial an Milzzellen und Myelomzellen. Aus Tabelle 4 sind die mit
beiden Techniken erreichten absoluten Fusionsfrequenzen ersicht-
lich. Trotz der relativ hohen Standardabweichungen sowohl bei
PEG- als auch bei Elektrofusionen ist klar erkennbar, daB bei
letzteren die FF deutlich hoher liegt. Diese Erhohung ist signi-
fikant (p=0,05).
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Tabelle 4: Fusionsfrequenzen der parallel durchgefihrten
Elektro- und PEG-Fusionen

Fusion Nr.  Antigen FFP/My1) FFP/MiZ) FFE/My/13) FFE/My/24) FFE/M1/15) FFE/M1/26)
1 AP 0, 64 0,13 1,82 1,82 0,91 0,91
2 LGL 0,38 0,09 0,92 0,92 0,46 0,46
4 LGL 0,42 0,06 1,60 3,38 1,00 2,11
7 T-1y.” 1,48 0,29 7,20 9,60 2,70 3,60
9 AP 0,12 0,03 1,50 1,70 0,89 0,97

1 1961, ; 0,54 0,12 3,87 4,67 1,64 2,00
12 1961, ; - 0,28 0,03 2,62 2,83 0,67 0,72
14 JURKAT 0,78 0,17 5,07 6,17 3,58 3,97
18 T-Ly. 1,31 0,10 1,39 1,55 0,67 0,75
22 sk 0,57 0,04 5,27 6,60 1,84 2,30
23 19E, 0 v 0,34 0,10 0,56 0,82 0,29 0,34
24 9By, 0,34 0,10 0,34 0,36 0,17 0,18
25 LGL 1,15 0,35 3,10 6,05 1,09 2,90
28 LGL/T-Ly. 3,00 1,14 8,40 10,40 1,93 2,36
29 fix.Ly. 0,55 0,15 1,55 2,92 0,42 0,79
30 PMSG 0,11 0,04 0,57 0,87 0,43 0,87
33 lanbda, . 0,74 0,06 3,40 3,90 1,51 2,16
37 HUT 0,92 0,18 2,11 3,20 1,67 2,67
38 lanbda, . 0,05 0,01 0,51 0,90 0,21 0,29
39 Basophile 0,01 0,003 0,13 0,50 0,06 0,13
40 PMSG 1,65 0,33 3,50 5,01 1,15 1,29
43 Raji 0,89 0,18 8,36 9,60 1,77 2,40
44 Raji 0,71 0,14 1,69 5,90 0,36 1,50
49 RF 0,37 0,04 2,2 3,33 1,10 1,64
55 HMy 0,71 0,09 9,27 12,70 2,60 3,60
58 LGL 0,27 0,06 3,17 7,03 1,37 2,00
60 LGL 0,05 0,005 0,10 0,10 0,04 0, 04
61 r-81." 0,15 0,03 2,44 5,00 0,82 2,00
62 Leu/Sch 0,46 0,05 2,38 2,90 0,63 0,77
66 LGL 5. 00 1,00 12,85 16,85 4,28 5,62
73 GOX 1,50 0,30 9,28 10,90 2,97 3,50
84 GOX 3,00 0,67 15,38 15,40 6,06 6,06
Mittelwerte:S) 0,91 0,19 3,81 5,14 1,41 1,91
( n=33 )

Standard-

abwei chung(+) 1,04 0,26 3,77 4,38 1,32 1,49
1

absolute FF der PEG-Fusionen, berechnet als Klone/105 Myelomzellen

2) absolute FF der PEG-Fusionen, berechnet als Klone/105 Milzzellen

3) absolute FF der Elektrofusionen (Mittel Uber alle Teilfusionen): Klone/105 Myelomzel len
4 absolute FF der Elektrofusionen (jeweils beste Teilfusion): Klone/105 Myelomzel len
Z; absolute FF der Elektrofusionen (Mittel Uber alle Teilfusionen): Klone/10: Milzzellen
73 absolute FF der Elektrofusionen (jeweils beste Teilfusion): Klone/10™ Milzzellen
8) AbkuUrzungen der Antigene siehe Tabellen 1 - 3

In die Mittelwertbildung gehen nur die Werte der Tabelle &4 ein. Fusionen, bei denen PEG-
und Elektrofusionstechnik parallel eingesetzt wurden, die aber aus verschiedenen Grunden keinen
objektiven Vergleich zulieBen (Infektionen, unterschiedliche Kulturbedingungen), wurden in der
Tabelle 4 nicht erfaBt und bei den Berechnungen nicht beriicksichtigt.
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Bildet man fiir jeden Parallelversuch das numerische Verhdltnis
swischen den absoluten Fusionsfrequenzen filir EF und PEG-Fusion
und wertet diese Verhidltniszahlen statistisch aus, so erhalt man
die in Tabelle 5 zusammengefaBten Werte. Je nach Berechnungsbasis
und Bezugnahme auf die mittlere bzw. maximale FF bei
den Elektrofusionen ist also die Elektrofusion hinsichtlich der

absoluten FF 5- bis 20-mal effektiver als die PEG-Technik.

Tabelle 5: Mittelwerte der Quotienten aus den vergleichbaren
Fusionsfrequenzen von Elektro- und PEG-vermittel-

ten Fusionen ( n=33 )

EF : PEG EF : PEG

(Mittelwert aller (jeweils beste Teil-
Teilfusionen EF) fusion EF beriicksichtigt)
FF berechnet auf
10° eingesetzte 5,76 + 4,14 9,45 + 10,13
Myelomzellen
FF berechnet auf
10° eingesetzte 13,58 + 10,69 19,93 + 16,60

Milzzellen

ITn Abb.1 sind die Werte filir die absoluten Fusionsfrequenzen bei
EF bzw. PEG-Fusion graphisch dargestellt. Der Graphik ist u.a. zu
entnehmen, daf hdufig in Versuchen mit erfolgreicher Elektro-
fusion auch die PEG-Fusion zu guten FF fiihrte. Diese Korrelation
konnte bestidtigt und als signifikant (p=0,05) bestimmt werden
(Abb.2). Da eine direkte Beeinflussung der beiden Methoden unter-
einander ausgeschlossen werden kann, liegt es nahe, daB eine
gemeinsame Abhdngigkeit von einem oder mehreren anderen Faktoren
besteht. Diese sind in den zur Fusion verwendeten Zellen oder in
den gleich guten bzw. weniger guten Kulturbedingungen 2zum Zeit-

punkt des Fusionsexperimentes zu suchen.
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FFa/Mi

/

|
‘47"
V/

1 4 9 12 18 23 25 29 33 38 40 44 55 60 62 73 84
2 7 11 14 22 24 28 30 37 39 43 49 58 61 66 74

Abb. 1: Absolute Fusionsfrequenzen (FF,,Mj) bei parallel durch-
gefiihrten PEG- und Elektrofusionen (vordere Balken
stehen fir die PEG-Fusionen, mittlere fir den Mittelwert
der Teilfusionen bei Elektrofusion, hintere fiir die
jeweils beste Elektro-Teilfusion)

A B
EF
16 7 W
14 8 -
12 - 5
10 A
N
a-
3-4
o-
4 27 . :
24 " "4>/Trr/// .
0 J T v T T 0 o Y Y 1 T T
0 1 2 3 4 5 -] 0 0,2 0.4 0.6 0,8 1 1.2
PEG PEQG
Abb. 2: Korrelation zwischen den Fusionsfrequenzen der

parallel durchgefiihrten Elektro- und PEG-Fusionen
A - Werte fiir die absoluten Fusionsfrequenzen, bezogen
auf Myelomzellen und ohne Beriicksichtigung der
einzelnen Teilfusionen bei Elektrofusion
(Mittelwert der entsprechenden Teilfusionen)
B - wie A, aber bezogen auf Milzzellen

1) Die.Korrelationskoeffizienten sind statistisch
gesichert (p = 0,05).
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3.3. Abhdngigkeit der absoluten Fusionsfrequenz von

ausgewahlten Parametern

3.3.1. EinfluB des numerischen Verhdltnisses der Zellzahlen

beider Fusionspartner (Milzzellen : Myelomzellen)

In insgesamt 11 Elektrofusionen wurde mit differierenden nume-
rischen Verhidltnissen der Fusionspartner gearbeitet. Dazu wurden
je 2 bis 3 Teilfusionen durchgefihrt. Als auszuwertender Para-
meter wurde hier die absolute Fusionsfrequenz FF_ hinsichtlich
der Gesamtzahl eingesetzter Zellen (Anzahl Klone/lo5 [Myelom-
plus Milzzellen]) gewdhlt, da die FFa/My bzw. die FFa/Mi selbst
Variable bei veradnderten Zellzahlverhdltnissen ist.

Es konnte keine direkte Beeinflussung der FFa durch ein verdnder-

tes numerisches Zellzahlverhdltnis (Milzzellen : Myelomzellen)
innerhalb des untersuchten Intervalls 0,4 - 5,6 festgestellt wer-
den.

Eine gesonderte Betrachtung der einzelnen Fusionsexperimente,
innerhalb derer mit unterschiedlichen Zellzahlverhdltnissen ge-
arbeitet wurde, ergibt z.T. entgegengesetzte Trends. Diese kann
man formal den drei Fallgruppen mit den Tendenzen steigend, fal-
lend und gleichbleibend bzw. unregelmdfig 2zuordnen (s.
Abbn.3A,B,C). Deren Analyse erbrachte jedoch kelne Aussage iuber
eine gemeinsame GrdRe innerhalb der jeweiligen Fallgruppen, die
zu den entsprechenden Tendenzen 1in Beziehung stehen kodnnte.
Besagte Tendenzen scheinen daher eher 2zufdlliger Natur 2zu sein,
zumal auch die 2zusammenfassende Auswertung der entsprechenden
Versuche (Auftragung der Fusionsfrequenzen gegen das Zellzahl-
verhdltnis beli allen Teilfusionen unabhdngig von den Einzel-
versuchen) keine signifikante Korrelation (r=0,14; n=25; p=0,05)

ausweilst.



49

FFa FFa

48

15 a7
1.6 43
Ny / ' 33

g 40
0,6" / 0'6-4 68
/
2 3 4

39

T 0 T T T T

T T
0 1 8 ] 0 1 2 3 4 8 8

n Milzzellan : n Myslomzellen n Milzzellen : n Myelomzellen
C
FFa
2
1,6
‘ -4
61
0,6 \ 4
/ %
0 T

T 1 ] T
0 1 2 3 4 5
n Milzzellen : n Myelemzollen

Abb.3: Trends der Fusionsfrequenz FFg 1in 11 Elektrofusions-
experimenten, bei deren Teilfusionen das numerische Zell-

zahlverhidltnis variiert wurde.

3 Fallgruppen nit steigender (A), fallender (B) und
gleichbl=ibender bzw. unregelmdfBiger (C) Tendenz der FFyu
(ziffern an den Kurven = Fusionsnummern)

3.3.2. Absolute Fusionsfrequenzen nach Fusionen mit

kryokonservierten Mausmilzzellen

In 4 Fillen wurden die bei einem Elektrofusionsexperiment nicht
verbrauchten Milzzellen durch Lagerung in Fliissigstickstoff Kryo-
konserviert und zu einem spiteren Zeitpunkt filir weitere Versuche
aufgetaut. Um tote Zellen zu eliminieren, wurde die Suspension 1in
der Regel nach dem Auftauen uber einen Dichtegradienten auf-
getrennt (Dextran/ Visotrast; Dichte 1,086 bzw. bei Fusion Nr. 21

Dichte 1,077). Ausnahmen sind die Fusionen Nr.16 und 17, bei
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welchen die Milzzellen sofort nach dem Auftauen mit Myelomzellen

fusioniert wurden.

Die Ergebnisse sind in Abb. 4 dargestellt.

A B

EFa/My FFa/Mi

: | ‘ ‘ . - E - : . . : . ‘. .............................................................. g .......
1 | e N ey
L 15 5 NN U T DO O R N O 1 .
24} = ~ik 0.6
O 1 L] L I T T ¥ T L T R T T FUl'-Oﬂ 0 T L) Li LJ T L) Ll T A R ) L 1 T 1] FU.'OC\
10 [18__ 17 _ 21 a1 [32_41] 48 76 NI 10 [i6_17 21 a1 [3z2__41] 48 76 Nr
kryo. kryo. kryo. kryo. kryo. kryo. kryo. kr yo.

Abb.4: Absolute Fusionsfrequenzenl)
mit kryokonservierten und aufgetauten Mausmilzzellen
durchyefihrt wurden (A: FFa, bezogen auf eingesetzte
Myelomzellen; B: FFa, bezogen auf eingesetzte Milzzellen)

1)Die Fusionen 10, 31, 48 und 76 sind die jeweiligen Originalfusionen, bei denen die Milzzellen frisch
prépariert eingesetzt wurden. Die sich rechts anschlieBenden Balken stellen die Ergebnisse der dazu-
gehorigen Experimente mit eingefrorenen und wieder aufgetauten Milzzellen dar. Die jeweils hinteren
Balken reprasentieren die maximale FFa in allen durchgefihrten Teilfusionen, die vorderen die mittleren

FFa Uber alle Teilfusionen.

Wie Abb. 4 verdeutlicht, konnte keine gesicherte Beeinflussung
der FF, durch den Umstand, ob frisch prédparierte oder Kkryokon-
servierte Milzzellen zur Fusion verwendet wurden, nachgewiesen
werden. Der Annahme, daB die Fusionsfrequenzen bei Verwendung
eingefrorener und wiederaufgetauter Milzzellen geringer sind,
stehen die Ergebnisse von den Fusionen Nr. 32, 41 und 81 gegen-
iiber, bei welchen die Fusionsfrequenz gegeniiber dem Erstversuch

sogar hoher liegen.

bei Elektrofusionen, die
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3.3.3. EinfluR von Pronase-Vorbehandlung der Myelomzellen auf die

absolute Fusionsfrequenz

Bei 5 Fusionen (Nr. 4, 7, 37, 40 und 58) wurden - parallel zu
Versuchen mit nicht vorbehandelten Zellen - Jjeweils eine oder
swei Teilfusionen mit Pronase-vorbehandelten Myelomzellen durch-
gefiihrt. Die Myelomzellinie war P3-X63-Ag8.653, die Konzentration
der Pronaseldsung betrug 0,1 mg/ml PBS. Abb.5 zeigt die dabei
erzielten absoluten Fusionsfrequenzen im Vergleich mit den Werten
aus den anderen Teilfusionen. Wdhrend bei den Teilfusionen Nr.
4c, 37c und 40c eine annahernd gleichbleibende bzw. erhohte FF,
registriert wurde, kam es bei den Teilfusionen Nr. 4d, 7c, 74 und
58d nach Proteasevorbehandlung zu einem starken Abfall der FF,.
Bei fast allen Versuchen, bei denen Zellen mit Pronase inkubiert
wurden, stellten wir Zellagglutinationen fest, was z.T. zur Zell-

verlusten fihrte.

FFa

I | |

37,37,37 40,40,40 58,58,58.584 TF Nr.

Pr. Pr. Pr.

Abb. 5: EinfluB von Pronase-Vorbehandlung der Myelomzellen auf

In den mit "Pr." markierten Teilfusionen wurde Pronase

eingesetzt.
Vordere Balken stehen fir die FFa/Mi' hintere fir die FFa/My'



3.3.4.

Fus

Die Vitalitdt der Myelomzellen wurde unter Anwendung des Trypan-
plau-AusschluBtestes festgestellt und in Prozent der Gesamtzell-
In Abb.

die absoluten Fusionsfrequenzen in Abhdngigkeit von der Vitalitat

zahl an Myelomzellen ausgedrilickt.

der Zellsuspension auf

Hybridome

FFa/My/1

52

ionsfrequenz

dargestellt.
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1)nicht signifikant bei p = 0,05

Abb. 6:
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Vitalitit Myelomzelien (%)

EinfluBR der Vitalitdt der Myelomzellen auf die absolute

59 Elektrofusionen zur Herstellung muriner
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Vitalitit Myelomzellen (%)

EinfluB der Vitalitdt der Myelomzellen auf die absolute

Fusionsfrequenz bei der Elektrofusion

A

B
C

- FFa,
Teilfusionen)

bezogen auf Myelomzellen (Mittelwert iber alle

- wie A, aber bezogen auf jeweils beste Teilfusion

- FFa,
Teilfusionen)

bezogen auf Milzzellen

(Mittelwert Uber alle

- wie C, aber bezogen auf jeweils beste Teilfusion

6 sind die Werte fiir
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Es wird deutlich, daB - zumindest innerhalb der Spannweite des
Parameters in unseren Versuchen (60 - 98%) - kein direkter
EinfluR der Vitalitdt der Myelomzellsuspension auf die FFg
nachzuweisen ist. Zwar ist eine Tendenz zur positiven Korrelation
erkennbar, jedoch ist diese nicht als signifikant nachweisbar. Da
relativ viele Versuche mit Myelomzellsuspensionen hoher Vitalitat
nur niedrige FF, ergaben, ist zu vermuten, daBR bei diesen ein
anderer Faktor limitierend wirkte (z.B. Zellkulturbedingungen)
und damit eine mdgliche Abhdngigkeit der FF_, von der Vitalitat
der Zellen {iberdeckt wird.

AuBerdem muf man einschrinkend in Rechnung stellen, daB die Aus-
sagekraft des Trypanblau-AusschluBtestes begrenzt ist und keine

endgiiltigen Aussagen iliber die Qualitdt der Zellen zulaBt.

3.3.5. EinfluB des Blastenanteils in der Milzzellpopulation auf

die Fusionsfrequenz

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen der Effektivitat der
Immunisierung und der Fusionsfrequenz nachzuweisen, wurde der
Anteil blastendhnlicher Zellen innerhalb der Milzzellpopulation
durch lichtmikroskopische Auswertung bestimmt. Die Auswertung der
Fusionsfrequenzen hinsichtlich dieses Parameters ergab, daB die
FF, in keinem direkten Zusammenhang mit dem Rate der Lympho-
blasten steht (Korrelationskoeffizienten von -0.014 bis - 0,094,
je nach Art der Berechnung der FF).

Flir die spezifische Fusionsfrequenz FF_, konnte gleichfalls keine
direkte Abhingigkeit von der Rate der Lymphoblasten in der Milz-
zellsuspension (s.Abb. 7) Konstatiert werden. (Die Fusionen Nr.19
und Nr.51, bei welchen eine Ag-selektive Auswahl der Milzzellen
erfolgte, wurden in die Berechnung nicht mit einbezogen.) Diese
Aussage wird durch den Umstand, daf hier 57 verschiedene
Fusionsexperimente in die Auswertung einbezogen wurden, die in
mehr als nur der Frequenz der Lymphoblasten variierten,
relativiert. Bei einer hohen Wertigkeit dieses Parameters ware
aufgrund der relativ groBen Stichprobenzahl trotz der erwahnten

Variabilitdt eine Korrelation erkennbar gewesen.
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1) nicht signifikant bei p = 0,05

Abb. 7: Einfluf des Blastenanteils an der Milzzellpopulation auf
die spezifische Fusionsfrequenz FFg bei der Elektrofusion

3.3.6. Einflup des "feeder cell layer" auf die absolute Fusions-

frequenz

Standardmdfig wurden in die Zellkulturplatten, die die fusionier-
ten Zellen aufnehmen sollten, murine Peritonealmakrophagen 1in
einer Dichte von 5x10° Zellen/well vorplattiert (1 Tag vor der
Fusion oder unmittelbar vor der Fusion). Davon abweichend, wurde
in Fusion Nr. 10 die Zellsuspension nach der Elektrofusion hal-
biert und auf 2 Plattenhdlften mit entweder vorplattierten Makro-
phagen (5x103 Zellen/well) oder Milzzellen (1x105 kernhaltige
Zzellen/well) ausgesat.

Die absoluten Fusionsfrequenzen in den mit Makrophagen vorplat-
tierten Kulturgef&dBen ilibertreffen, unabhdngig von der Teilfusion,
die Frequenzen in den mit Milzzellen prédparierten KulturgefafBen
im Mittel um das 2,8fache (s.Abb. 8).

Die Verdopplung der Makrophagendichte im "feeder cell layer"” (in
Fusion Nr. 54) filhrte zu keiner signifikanten Erhodhung der FF_,
birgt hingegen ein erhdhtes Risiko des Hybridomverlustes durch

aktivierte Makrophagen in sich.
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FFa

U
i

Milzzellen Makrophagen

ol 8

"feeder cells’
ne=3 (Fuslon Nr. 10)

Abb. 8: EinfluB des '"feeder cell layer" auf die absoluten Fu-
sionsfrequenzen bei Elektrofusion (Fusion Nr.10)
Vordere Balken stehen fir die FFa/Mi' hintere fur die FFa/My'

3.3.7. EinfluB des Separierens der mononukledren Zellen aus der

Milzzellsuspension durch Dichtegradientenzentrifugation

In der Regel wurde die dJesamte Milzzellpopulation nach den ent-
sprechenden Waschschritten 1in den Elektrofusionen eingesetzt.
Eine Ausnahme bilden hierbei Fusionen mit kryokonservierten und
wiederaufgetauten Milzzellen.

Weitere Ausnahmen stellen die Fusionen Nr.22 und Nr.31 dar, bei
welchen 2 bzw. 3 Teilfusionen mit Milzzellen ohne Separations-
schritt und weitere 2?2 Teilfusionen mit separierten mononuklearen
Milzzellen (Dextran/ Visotrast Dichte 1,077 bei Fusion Nr.22 und
Dichte 1,086 bei Fusion Nr.31) parallel durchgefiihrt wurden. Wie
die Abbildungen 9A und 9B zeigen, fiihrt dieser Separationsschritt
nur bei den Versuchen mit kryokonservierten Milzzellen unter
Verwendung von Trennmedium mit einer Dichte von 1,086 2zu einer
geringen Erhdhung der FF,, im Mittel um den Faktor 1,9 (FFa/Mi)
bzw. 3,3 (FFa/My)' Dieser Effekt hat seine Ursache 1in der
Eliminierung des relativ hohen Anteils von toten Zellen nach
Kryokonservierung, da diese die Dielektrophorese beeinflussen und
damit die primiire Fusionsfrequenz reduzieren kdnnen.

Fiir die Fusionen mit eingefrorenen und wiederaufgetauten Milz-
zellen wurde (nach anfédnglichen Versuchen mit Separationsldsung
einer Dichte von 1,077) mit einem Dextran/Visotrast-Gemisch mit
der Dichte 1,086-1,087 gearbeitet, nachdem sich in Vorversuchen
herausgestellt hatte, daB diese Dichte fiir die Isolierung von

Maus-Lymphozyten effektiver ist.
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Abb. 9: Absolute Fusionsfrequenzen in parallel durchgefihrten
Flektrofusionen mit unseparierten Mausmilzzellen bzw.
mit durch Dichtegradientenzentrifugation aus der Milz-
zellpopulation isolierten murinen mononukledren Zellen
A: Elektrofusion mit frisch pridparierten Milzzellen und
B: mit kryokonservierten und aufgetauten Milzzellen
Vordere Balken stehen fir die FFa/Mi' hintere fir die FFa/My'

3.3.8. EinfluB des Zellkulturmediums auf die absolute Fusions-

frequenz

Bis auf wenige Ausnahmen diente in allen durchgefiihrten Elektro-
fusionen IMDM als Wachstumsmedium bzw. mit HAT-Zusatz als Selek-
tionsmedium. In den Fusionen Nr. 25 und Nr.40 wurden parallel
die Zellkulturmedien IMDM (Gibco) und RPMI 1640 (Serva) einge-
setzt. Dabei erwies sich in beiden Fdllen IMDM als dasjenige
7Zellkulturmedium, mit dem deutlich hohere Fusionsfrequenzen er-
reichbar waren (Abb.10). Im Mittel iliberstiegen die Werte fir die
FF, bei den Teilfusionen mit IMDM jene der Teilfusionen mit RPMI
1640 um das 7-fache.
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Abb. 10: Absolute Fusionsfrequenzen bei Elektrofusionen nach Aus-
plattieren in unterschiedlichen Zellkulturmedien: Iden-
tisch vorbehandelte Zellsuspensionen wurden jeweils zur

Hilfte in IMDM bzw. in RPMI 1640 ausplattiert.
Vordere Balken stehen fur die FFa/Mi' hintere fir die FFa/My'

3.3.9. Einfluf des Fusionsmediums auf die absolute Fusionsfre-

quenz

In der iiberwiegenden Mehrzahl der Fusionen wurden die Zellen im
Fusionsmedium F1 nach VIENKEN und ZIMMERMANN (1985) gewaschen und
fusioniert. Alternativ dazu kam in Fusion Nr.29 isotonische
Saccharoseldsung (F4), wie bei KARSTEN et al. (1985) beschrieben,
zum Einsatz. Mit diesem Medium wurde zwar eine gute primare
Fusionsfrequenz erzielt (viele Fusionsprodukte im mikroskopischen
Bild), allerdings wuchsen im HAT-Medium keine Hybridome.
Demgegeniiber wurde in den parallel mit F1 durchgefiihrten

Teilfusionen eine mittlere FF, y, von 1,94 + 1,10 bzw. FFg/Mj

von 0,53 + 0,30 erzielt (n=4).

Bei den Fusionen Nr.62 und Nr.69 wurde fiir zwei Teilfusionen im
Fusionsmedium Inosit durch D-Mannit (ebenfalls isotonisch = F2)
ersetzt, und bei Fusion Nr.74 wurde fiir eine Teilfusion das hypo-
osmolare Fusionsmedium F3 nach STENGER et al. (1988) im Vergleich
zu F1 verwendet. In Abb. 11 sind die dabei erhaltenen Ergebnisse
anhand der FF_ dargestellt.
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Abb. 11: EinfluB verschiedener Fusionsmedien (F1, F2, F3) auf die
absoluten Fusionsfrequenzen bei Elektrofusion
(n bezieht sich auf die Anzahl der identisch durchge-
fiihrten Teilfusionen)
Vordere Balken stehen fir die FFa/Mi' hintere fur die FFa/My'

3.3.10. EinfluBR der Frequenz des elektrischen Wechselfeldes fur

die Zelldielektrcphorese auf die absolute Fusionsfrequenz

Die Frequenz des elektrischen Wechselfeldes wurde standardm&Big
mit 2 MHz gewahlt.

In Fusion Nr.50 wurden die Teilfusionen mit identisch vorbehan-
delten Zellen und unter Anwendung gleicher elektrischer Parameter
durchgefiihrt, mit Ausnahme der Frequenz fiir das elektrische
Wechselfeld. Die drei am Fusionsgenerator efg 01 wahlbaren Fre-
quenzen 2,0; 1,0 und 0,5 MHz wurden getestet.

Wie der Abb. 12 zu entnehmen ist, wurde die hochste FF mit 2 MHz
erzielt, etwas niedriger liegt der Wert fiir 1 MHz, und bei einer
Frequenz von 0,5 MHz ist ein deutlicher Rickgang der FF, zu ver-

zelchnen.
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Abb.12: EinfluB der Frequenz des elektrischen Wechselfeldes auf
| die absolute Fusionsfrequenz
Vordere Balken stehen fiir die FFa/Mi' hintere fiir die FFa/My°

3.3.11. EinfluB der Dauer des elektrischen Wechselfeldes fuir die

Zelldielektrophorese auf die absolute Fusionsfrequenz

Um den EinfluB der DE auf die FF hinsichtlich der Dauer des
Wechselfeldes zu bestimmen, wurden bei einigen Fusionen die Teil-
fusionen so durchgefiihrt, daB die HF fir unterschiedliche Zelten
(5 - 20 s) angelegt wurde. Alle anderen Parameter wurden konstant
gehalten. Standardwert filir die liberwiegende Mehrheit der durchge-
fiihrter Elektrofusionen war 10 s DE-Dauer. In Auswertung der
Ergebnisse aus den Teilfusionen mit unterschiedlich langer DE
kann man 3 Fallgruppen unterscheiden: Experimente mit einer posi-
tiven Korrelation, solche mit einer negativen und solche, bei
denen die FF_, konstant bleibt (Abb.13A, B und C). Da sich den
jeweils einer Fallgruppe zugehdrigen Fusionen keine gemelinsame
Gréfe zuordnen 1iBt, die in irgendeiner Form limitierend wirken
kénnte, handelt es sich bei den erfaBten Trends wahrscheinlich um
zufdllige Abweichungen. Innerhalb des Intervalls 4 bis 20 s ist
die Zeitdauer der DE also kein kritischer Parameter. Auch eine
Auswertung aller Daten unabhdngig von den Einzelfusionen ergab
nur eine schwache negative Korrelation der FTa/Mi von der
Zeitdauer der DE, die nicht signifikant war (r = -0.32; p = 0,05;
n = 39).
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Abb.13: Trends der Fusionsfrequenz FFy,Mi in 12 Elektrofusions-
experimenten, bei deren Teilfﬂglonen die Zeitdauer des
Anlegens der DE-Spannung variiert wurde.

3 Fallgruppen mlt steigender (A), fallender (B) und
gleichbleibender bzw. unregelmdfiger (C) Tendenz der FFj
(ziffern an den Kurven = Fusionsnummern)

3.3.12. EinfluB der Feldstidrke des elektrischen Wechselfeldes fir

die Zelldielektrophorese auf die absolute Fusionsfrequenz

In den Fusionen Nr. 30 und 45 wurde fiir die einzelnen Teil-
fusionen die Feldstirke des elektrischen Wechselfeldes variiert.
Dabei wurden Feldstdrken von 300 bis 1000 V/cm gewdhlt.

In Abb. 14 sind die in den jeweils vergleichbaren Teilfusionen
erreichten FF_, dargestellt: Ein direkter EinfluBR der DE-Feld-
stdrke auf die FF_, ist beil Fusion Nr. 45 erkennbar. Feldstarken
von 800 V/cm und dariiber bewirken eine deutliche Reduzierung der
Fusionsfrequenz. Die Variierung der Feldst&drke 1in der Fusion
Nr.30 (500 bzw. 300 V/cm) hat hingegen keine auffdllige Verande-
rung der FF_, zur Folge.

In der iiberwiegenden Mehrzahl der Fdlle wurden fir die Elektro-
fusion DE-Feldstidrken von 500 bis 700 V/cm gewahlt.
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Abb. 14: EinfluB der Starke des elektrischen Wechselfeldes auf
die absolute Fusionsfrequenz
vordere Balken stehen fiir die FFa/Mi( hintere fir die FFa/My'

3.3.13. EinfluB der Dauer des Gleichstromimpulses auf die absolu-

te Fusionsfrequenz

In 12 Fusionen wurde - unter Konstanthaltung der anderen, filir die
EF wesentlichen Parameter - die Lange des Gleichstromimpulses in
bestimmten Grenzen variiert (0,7 bis 15 ps). In Auswertung der
FF, kann man wiederum 3 Fallgruppen unterscheiden, mit Tendenz
zur positiven und zur negativen Korrelation sowie eine Gruppe
ohne klare Tendenz (Abb.15). Die Auswertung dieser Fallgruppen
ergab, daB sie sich in den anderen Parametern nicht voneinander
unterscheiden lassen konnten und die erfaften Unterschiede nicht
als eindeutige Folge unterschiedlicher Impulsldngen gedeutet

werden konnen.

Die erfolgreichste Teilfusion hinsichtlich der FF, wurde mit
einem Impuls von 8 ps Dauer durchgefiihrt, aber auch Impulslangen

von 3 us oder 10 us brachten &hnlich gute Fusionsfrequenzen.

Fa/ml . FFa/Ml FFa/Mi
(]

L] [}
st t (uel

Abb.15: Trends der Fusionsfrequenz FFI{Mi in 12 Elektrofusions-
experimenten, beli deren Teilfa sionen die Zeitdauer des
Gleichstromimpulses variiert wurde.
3 Fallgruppen mit steigender (A), fallender (B) und
gleichbleibender bzw. unregelmédfiger (C) Tendenz der FFg4
(Ziffern an den Kurven = Fusionsnummern)
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3.3.14. EinfluB der Feldstirke des Gleichstromimpulses auf die

absolute Fusionsfrequenz

In finf Fusionen wurde untersucht, inwieweit die Feldstdrke des
d.c. Impulses flir die FF, von Bedeutung ist. Abb. 16 zeigt die
Fusionsfrequenzen der Jjeweiligen Teilfusionen, 1in denen dieser
parameter variiert wurde. Die Werte fiir E lagen zwischen 4,2 und
10 kV/cm. Wie auch aus den Abbildungen 17A und 17B (lineare Re-

gression) ersichtlich, besteht innerhalb des angegebenen Inter-

pulses und der absoluten Fusionsfrequenz.

FFa
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Abb. 16: Einflupf der Feldstdrke des Gleichstromimpulses auf die

absolute Fusionsfrequenz
Vordere Balken stehen fir die FFa/Mi' hintere fur die FFa/My'
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Abb. 17: EinfluB der Feldstdrke des Gleichstromimpulses auf die
FF, bei Elektrofusion (A: Fusionsfrequenz, bezogen auf
Myelomzellen
B: Fusionsfrequenz, bezogen auf
Milzzellen)

1) signifikant bei p = 0,05
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3.3.15. EinfluB der Anzahl der Gleichstromimpulse auf die absolu-

te Fusionsfrequenz

Standardmifig wurde der Gleichstromimpuls innerhalb der Fusions-
sequenz nur einmal appliziert. Davon abweichend, wurden in den
entsprechenden Teilversuchen der Fusionen Nr. 11, 14, 18, 25 und
30 zwei Impulse hintereinander (mit dem zeitlichen Abstand von 1 s
ausgeldst, wobel alle anderen eléktrischen Parameter Xkonstant
gehalten wurden.

Dabei kam es stets 2zu einer mehr oder weniger deutlichen Ver-
ringerung der FF_,, wenn zwei Impulse appliziert wurden (Abb.18).
Hingegen blieb die FF_, 1n den Teilfusionen der Fusion Nr. 24, bei
denen der d.c. Impuls 2x bzw. 5x ausgeldst worden war, etwa Kon-
stant. (In diesem Versuch wurden biotinylierte Myelomzellen und
Avidin-markierte Maus-Milzzellen entsprechend der Methode von
WOJCHWSKI und SYTKOWSKI [1986; s. 2.8.2.] zur Fusion eingesetzt.)
Bei einer Teilfusion des Versuchs Nr. 25 wurden der d.c. Impuls 2
mal appliziert (25/1), in einer zweiten Teilfusion 3 mal (25/2).
Im ersten Fall wurden die fusionierten Zellen in IMDM ausplat-
tiert, bei Versuch Nr. 25/2 hingegen in RPMI 1640. In beiden
Fillen ist auch hier eine Abnahme der FF, nach mehrmaliger Im-
pulsapplikation feststellbar, unabhidngig von der Tatsache, daf
die FF, im ersten Fall aufgrund des Medieneffektes (s. 3.3.8.)
deutlich hoher lag.

FFa/Mi
5
4 -—
3 - Nr.14
2 —4
Nr. 11
1 - Nr.25
R\\\\\\\\\&Fo
' Nr.18
0] T T
0 i 2 3

n Impulse

Abb.18: Trends der Fusionsfrequenz FFy/Mj in 5 Elektrofusions-
experimenten, bel denen Teilfudionen mit einfacher oder
doppelter Applikation des d.c. Impulses behandelt wurden
(ziffern an den Kurven = Fusionsnummern)
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3.4. Versuche mit verschiedenen Kammertypen

Um fir Elektrofusion eine MaBstabsverkleinerung zu erreichen,
also die Zellzahl zu reduzieren, wurden Fusionsexperimente mit
kleinen Suspensionsvolumina entweder in der Plattenkammer oder
aber in Fusionskammern anderen Typs (wie unter 2.4.2. beschrie-

ben) durchgefiihrt und ausgewertet.
3.4.1. Versuche mit kleinen Zellzahlen in der Plattenkammer

Abweichend von der normalerweise eingesetzten Zellmenge (50 - 100
x 10° Zellen pro Kammerfiillung und Téilfusion bei einer Suspen-
sionsdichte von 10° Zellen/ul) wurden in den Fusionen Nr.25,
Nr.37, Nr.41 und Nr.51 Teilfusionen mit stark reduzierten Zell-
zahlen durchgefiihrt, wobei nur 4 bis 11 x 10° Zzellen pro Ansatz
eingesetzt wurden (s. Abb.19, durch Rahmen markierte Teil-
fusionen). Es kommt dabei zu keiner auffdlligen Verédnderung in
den Werten fiir die FF,, die im Falle der Fusion Nr.37 sogar hoher
liegen als die fiir die Teilfusionen mit hoherer Zellzahl. Die
sehr hohe FFa/Mi bei Fusion Nr.51 erkldrt sich daraus, daB nur
1,5 x 10° Maus-Milzzellen pro Teilfusion verwendet wurden, hin-
gegen 3 X 10° Myelomzellen (P3-X63Ag8.653).

Die durch die Elektrofusion gebotene Mdglichkeit der Verarbeitung
relativ geringer Zellzahlen, erwies sich fiir folgende 3 Einsatz-

gebiete als niitzlich:

1. Herstellung von Hybridomen aus kryokonservierten portionierten
Milzzellen immunisierter M&use (Fusion Nr.32, s. Abschnitt
3.3.2. Abbn. 4A und 4B)

2. Erhdhung der FFg durch Fusion fluoreszenzmarkierter und FACS-
sortierter, Ag-positiver Milzzellen (Fusion Nr.51, s. Ab-
schnitt 3.5.3.)

3. Herstellung von Hybrid-Hybridomen durch Fusion zweier unter-
schiedlich fluoreszenzmarkierter Hybridomzellinien mit nach-
folgender FACS-Sortierung (Fusionen Nr.56, Nr.57, Nr.63, Nr.64
und Nr. 72, s. Abschnitt 3.6.)
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Abb. 19: Zellfusionen in der Plattenkammer mit reduzierten Zell-
zahlen
V?rdere Balken stehen fir die FFa/Mi' hintere fir die FFa/My'
Die umrahmten Werte geben jeweils die Teilfusion mit
reduzierter Zellmenge an.
1) g77: Gesamtzellzahl pro Teilfusion und Kammerfiillung
(Myelomzellen und Milzzellen)

3.4.2. Versuche mit der Objekttragerkammer

In den Fusionen Nr.58, 59, 60 und 61 wurde Jjeweils parallel 2zu
den Teilfusionen mit der Standard-Plattenkammer eine Teilfusion
mit der Objekttrdgerkammer durchgefiihrt. Aufgrund der veranderten
Feldbedingungen (inhomogenes Feld, Elektrodenabstand nur 0,2 mm
statt 0,5 mm bei der Plattenkammer) mufiten die elektrischen Para-
meter am Gerit efg0l neu eingestellt werden. Dazu dienten Vorver-
suche, bei denen irrelevante Milzzellen eingesetzt wurden. Beil
diesen Vorversuchen sowie bei den eigentlichen Fusionen konnte
der Fusionserfolg direkt mikroskopisch eingeschdtzt und Parameter

wie Dielektrophorese- oder Impulsspannung bei Bedarf korrigiert

werden.

\ fualén Nr 58 | ?-'ualain Nr. 61

0} l/l T T T T l/l /l T T T T T T
1 2 3 4 (5] 1 2 3 4 [5] Tentus.Nr.
Plattenkammer OT-Kammaer Plattenkammer OT-Kammer

Abb. 20: Zellfusionen mit der Objekttragerkammer
Vordere Balken'stehen fir die FF?/Mi' hinte;e fir die FFa/My'
Die durch Einrahmung markierten Teilfusionen sind je-
weils diejenigen, die mit der Objekttrédgerkammer durch-

gefiihrt wurden.
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Die Versuche in den Fusionen Nr.59 und Nr.60 waren aufgrund von
Infektionen nicht auswertbar. Die FF der Versuche 1in den
Fusionen Nr.58 und Nr.61 sind - zusammen mit den Werten fir die

Teilfusionen in der Plattenkammer - in Abb.20 dargestellt.

3.4.3. Versuche mit der Miaanderkammer nach KATENKAMP

Die Versuche, Hybridome mit Hilfe dieses Kammertyps und unter
Einsatz sehr geringer Zellzahlen zu erzeugen, blieben erfolglos.
Nach Vorversuchen mit Myelomzellen und irrelevanten Milzzellen,
bei denen diejenigen Feldbedingungen gesucht wurden, die unter
mikroskopischer Beobachtung zur Zellfusion fiihrten, wurden in
Fusion Nr. 84 - parallel zu den 3 Teilfusionen mit der Platten-
kammer - zwei Teilfusionen in der Mdanderkammer durchgefihrt.

Die dabei eingesetzte Zellzahl lag bei jeweils 5 X 104; das Ver-
hiltnis Milz- : Myelomzellen (P3-X63Ag8.653) betrug 1:2. Genutzt
wurden die Kammerareale mit Elektrodenabstdnden von 100 und 200 pm,
die Zelldichte der Suspension betrug etwa 5 X 103/u1. Trotz gut
zu beobachtender Zellfusionen nach Dielektrophorese und d.c.
Impuls kam es nach Ausplattieren der fusionierten Zellen in HAT-
Medium nicht zum Hybridomwachstum. In den parallel durchgefiihrten
standardfusionen mit der Plattenkammer hingegen wuchsen Hybridome
in relativ hoher Frequenz (s. Tab. 3, Fusion Nr.84).

Die vergleichsweise hohen Feldstdrken (s. Tab. 6), die gewahlt
werden muBten, damit Zellfusionen auftraten, waren bedingt durch
die Inhomogenitidt des elektrischen Feldes (geringe Schichtdicke

der Elektroden im Vergleich zum Zelldurchmesser).

Tabelle 6: Fusionsbedingungen der Teilfusionen mit der Mdander-
kammer (Fusion Nr. 84)

Teilfusion Nr. 4 Teilfusion Nr. 5
Elektrodenabstand 200 um 100 pum
DE Feldstarke 1,5 kV/cm 2,1 kV/cm
DE Dauer 15 s 15 s
Impulsdauer 1 x 8 us 1 x 8 us
Impulsstarke 10,5 kV/cm 9,0 kV/cm
Zellzahl 5 x 10% 5 x 104
Fusionsprodukte
(mikroskopisch) + ++

Klone nach HAT keine keine
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3.5. Versuche zur Erhdhung der spezifischen Fusionsfrequenz
3.5.1. Avidin-Biotin-Methode nach LO et al. (1984)

Bei dieser Variante der Ag-spezifischen Zellfusion wird das Ag
nicht direkt chemisch an die Myelomzellen gebunden, sondern ver-
mittelt durch das Avidin-Biotin-System. Ein Konjugat aus zur
Immunisierung eingesetztem Ag und Avidin dient als gleichsam
bifunktionelles Verbindungselement zwischen den Ag-spezifischen
Milzzellen und den Myelomzellen, welche vorher biotinmakiert
werden.

Es wurde eine Fusion nach diesem Prinzip durchgefiihrt, wobeil als
Ag humanes IgDpj (Myelomprotein) diente und das Ag-Avidin-
Konjugat - in Abweichung von der Originalmethode - mittels SPDP-
Methode (s. 2.7.1.) hergestellt wurde.

In Abb.21 sind die absoluten und spezifischen Fusionsfrequenzen
dieser Fusion (Nr.19) dargestellt, und vergleichend dazu die
Werte fiir die parallel durchgefiihrte Fusion mit Milzzellen der-
selben Maus, bei welcher kein antigenspezifischer Adhdsions-

schritt vorgenommen wurde (Fusion Nr.20).
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1 20 Fusion Nr. 19 20 Fuslon Nr.
Rezaptor-vermittsite Kontrolt- Rexsptor-vermittelte Kontroll-
Elektrotusion Elsktrotusion Elaktrotesion Elsktrofusion

...................................................................................

Abb. 21: Antigenvermittelte Elektrofusion nach LO et al.(1984)

mittels Ag-Avidin-Konjugat und biotinylierter Myelom-

zellen

A: Absolute Fusionsfrequenzen bei Ag-vermittelter Fusion
(Nr.19) und bel Kontrollfusion mit Milzzellen
derselben Maus ohne Ag-spezifische zytoadhdarenz

(Nr.20)
Vordere Balken stehen fur die FFa/Mi' hintere fir die FFa/My'

B: Spezifische Fusionsfrequenz der beiden Fusionen
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Einerseits ist die FF_, bei der Ag-vermittelten Elektrofusion
etwas geringer als Jjene bei der Kontrollfusion (Abb.21A), evtl.

infolge der kilirzeren DE-Dauer (1 s statt 10 s beim Kontrollver-
such). Andererseits ist bei Betrachtung der FFg ein deutlicher
Effekt zu registrieren, da der Anteil Ag-positiver Klone von 8 %
auf 28 % steigt, also um mehr als das 3fache. Das ist ein deut-
licher Hinweis darauf, daB es zu bevorzugten Zellfusionen
zwischen Myelomzellen und Ag-spezifischen B-Lymphozyten gekommen

ist.

3.5.2. Avidin-Biotin-Briickenmethode nach WOJCHOWSKI und SYTKOWSKI
(1986)

Nach dieser Methode, die sich von der vorher beschriebenen nur
insofern unterscheidet, daB die Ag-spezifische zytoadhdrenz nicht
iiber das Ag-Avidin-Konjugat, sondern uber Avidin (oder  Strept-
avidin) als Briicke zwischen biotinyliertem Ag und biotinylierten.
Myelomzellen vermittelt wird, wurden die Teilfusionen der
Flektrofusionen Nr. 6 und Nr.9 (Ag: AP) sowie der Fusion Nr.24
(Ag: IgE-Myelomprotein) durchgefihrt.

Die erfolgreiche Haptenisierung wurde durch einen ELISA (s.
2.7.2.) bestatigt.

In beiden Versuchen blieb das Hybridomwachstum nach der Rezeptor-
vermittelten Elektrofusion vollstdndig aus, wihrend in der Kon-
trollfusion (Nr.9) ohne Ag-spezifische Zytoadhdarenz Klone auf-
wuchsen.

Da eine zytotoxische Wirkung des Antigens AP nicht ausgeschlossen
werden kann, wurde ein weiterer Versuch mit dem Ag IgEyp (humanes
Myelomprotein) unternommen (Fusion Nr. 24, Kontrolle ohne Ag-
spezifische Zytoadharenz: Fusion Nr. 23). In Auswertung dieser
Versuche wurde festgestellt, daB es unter Anwendung der beschrie-
benen Methode zur immunspezifischen Kopplung der beiden Fusions-
partner nicht zu einer Steigerung der FFg Kam. Die Werte sowohl
fiir die absolute als auch fir die spezifische Fusionsfrequenz
liegen sogar etwas unter den fiir die Kontrollfusion (Nr.23) er-

mittelten.
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3.5.3. Fusion mit FACS-sortierten Milzzellen

In Fusion Nr.51 (Antigen R-PE) wurde versucht, die FF, durch eine
Anreicherung der Milzzellsuspension an Ag-spezifischen Lympho-
zyten zu erhohen. Diese Anreicherung erfolgte durch eine Zellsor-
tierung im FACS, wobei das Ag selbst als Fluorochrom diente und
eine Markierung der entsprechenden Lymphozyten bewirkte. Diese
Membranf luoreszenz konnte nachgewiesen werden, indem ein Aliquot
der R-PE-markierten (s. 2.6.3.) Milzzellsuspension fluoreszenz=
mikroskopisch untersucht wurde. Es waren sowohl fluoreszenzmar-
kierte Lymphozyten (Ag-Rezeptoren) als auch in geringer Zahl
Makrophagen, die Aggregate von R-PE phagozytiert hatten, nachzu-
weisen.

Die Sortierfenster wurden so festgelegt, daB eine Population von
Milzzellen erfaft wurde, die die rot fluoreszierenden (Abb.22,
guadrant 3), grofBen und stark strukturierten (Abb.22, Quadranten
1 bzw. 4) Zellen beinhaltet.

Nach der Sortierung unter sterilen Bedingungen konnten 3 X 10
sortierte Zellen mit 6 X 10° Myelomzellen (P3-X63Ag8.653) ge-

mischt und wie unter 2.4.5.1. beschrieben in der Plattenkammer
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Abb. 22: FACS-Profil zur Sortierung der Ag-positiven (R-PE bin-
denden) Milzzellen fiir Fusion Nr.51

Nach der HAT-Selektion wuchsen im Ergebnis dieser Elektrofusion

22 Hybridome, von denen 13 im ELISA positiv reagierten

(FFg = 59,1 %). Den Vvergleich mit der Kontrollfusion (Fusion

(o]

Nr.50: Milzzellen derselben Maus, aber nicht FACS-sortiert) zeigt

Abb.23.
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Es wird deutlich, daf eine Erhdhung der FF_. (Faktor 8,1) aufgrund
der Anreicherung von Ag-bindenden Milzzellen stattgefunden hat
(s.Abb.23B). Bel der FF (s.Abb.23A) ist der Wert -bezogen auf

die Gesamtzellzahl- fiir Fusion Nr. 51 ebenfalls leicht erhoht
(Faktor 2,3 - bezliglich des Mittelwertes der FF, der jeweiligen
Teilfusionen), was auf die sehr hohe FFa/Mi zuriickzufiihren ist.
Diese wiederum ist Folge des numerischen Zellzahlverhdltnisses

(Myelom- : Milzzellen) von O0,5.

A B

FFa FFs (%]
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FFa/My FFa/MiFFa/GZZ FFa/My FFa/MI FFa/QZZ Y

unsortierte Mlizzellen FACS-sortlerte Mllzzellen

wnaortierte Milzzellen FACS-aortlerte Mlizzellen

Abb. 23: Absolute (&) und spezifische (B) Fusionsfrequenzen bel
EFlektrofusion mit FACS-sortierten Milzzellen (Fusion
Nr. 51) und entsprechender Kontrollfusion mit unsortier-
ten Milzzellen der gleichen Maus (Fusion Nr.50)
Vordere Balken stehen filir die mittlere FF,, die hinteren fir
die FF, der jewelils besten Teilfusion

1) FF,,gzy = absolute Fusionsfrequenz, bezogen auf
Gesgmtzellzahl (Hybridome/lo5 Myelom- + Milzzellen)

3.6. Elektrofusionen zur Herstellung von Hybrid-Hybridomen,

die bispezifische Antikérper produzieren

Die Fusionen Nr.56, Nr.57, Nr.63, Nr.64 und Nr.72 hatten 2zum
Ziel, AK mit einer Doppelspezifitédt fur einerseits R-PE und
andererseits fir definierte Membran-Antigene von humanen Lympho-
zyten herzustellen (bispezifische AK). Dile Ausgangszellinien

waren die unter 2.3.4. nidher charakterisierten Anti-Lymphozyten-

Hybridome

H-BL-TP 3b (Fusionen Nr.56 und Nr.63)
H-BL-TS 8/2 (Fusionen Nr.64 und Nr.72)
H-BL-IgM/11 (Fusion Nr.57).

Der Anti-R-PE-Klon
H-BL-PE/34
diente in allen Fdllen als Fusionspartner.

Die Markierung der Zellen erfolgte vor der Fusion unter sterilen
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gedingungen mit R-PE als Rot-Markierung der Anti-R-PE-Hybridom-
sellen sowie mit ZAM/FITC als Griinmarkierung der Anti-Lymphozy-
tenmenbran-Ag-Hybridomzellen (Fusionen Nr.63, Nr.64 und Nr.72).
In den Fusionen Nr. 56 und Nr.57 wurde anstelle von ZAM/FITC
Avidin/FITC verwendet, nachdem die Hybridomzellen lJaut 2.6.1.
piotinyliert worden waren. Die erfolgte Markierung Kkonnte am
‘Fluoreszenzmikroskop bestdtigt werden. Nach der Zellfusion unter
gtandardbedingungen wurden die fusionierten Zellen resuspendiert
und im FACS sortiert. Dabei wurde das Sortierfenster auf die
population der doppeltmarkierten Zellen, die die Fusionsprodukte
swischen den beiden Hybridomen einschlof, gelegt und mindestens
‘750 Zellen (Fusion Nr.56, Teilfusion 2), maximal 4000 Zellen
(Fusion Nr.72, Teilfusion 2) sortiert (s. Abb.24).

'Nach Aussaat und Anwachsen der Klone (ohne HAT-Selektion) konnten
'die Zellkulturiiberstinde auf ihre Spezifitéat getestet werden. Das
eérfolgte fiir die Anti-R-PE-Aktivitdt in einem ELISA. AuBerdem
‘wurde getestet, ob die entsprechenden Hybridomzellen Rezeptoren
fiir R-PE an ihrer Membran besitzen, sich also mit R-PE markieren
' lassen. Fiir die Anti-Lymphozyten-Aktivitat kam die Methode der
 indirekten Immunfluoreszenz am FACS zum Finsatz. Die Bispezifitat
'der untersuchten Klone lief sich ebenfalls am FACS in einer Zwei-
' schritt-Technik testen, wobei PBL im ersten Schritt mit den Zell-
kulturiiberstinden und in einem zweiten Schritt mit einer R-PE-
Losung inkubiert wurden. Eine mit dieser Technik nachwelisbare

Markierung von Lymphozyten 1laBt auf das Vorhandensein von bi-

spezifischen AK schliefen.
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Abb. 24: FACS-Profil =zur Sortierung der doppeltmarkierten

Fusionsprodukte nach Fusion Nr.72

Die im Quadranten II gelegenen, doppelt fluoreszenzmar-
kierten Zellen wurden sortiert und ausplattiert
Abszisse: Griinfluoreszenz (H-BL-TS 8/2 + ZAM/FITC)

| S Oordinate: Rotfluoreszenz (H-BL-PE/34 + R-PE)
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In Auswertung der 5 durchgefihrten Fusionen zur Herstellung von
Anti-PBL/Anti-R-PE - Hybrid-Hybridomen konnten insgesamt 3 Klone
etabliert und charakterisiert werden, deren sezernierte AK Dop-
pelspezifitat aufwiesen, d.h. sowohl an Membranantigene auf PBL
als auch an R-PE banden, und die auch Bispezifitdt als Ausdruck
von AK-Hybriden im entsprechenden Test zeigten. In Tabelle Nr. 7

sind die Eigenschaften dieser Hybrid-Hybridome zusammengefafBt.

Tabelle 7: Charakterisierung der dreil etablierten Hybrid-Hybridom

dom Nr 1 2 3
Bezeichnung H-BL-T.B2 H-BL-T.D6 H-BL-T.D11
Fusion Nr. 57 57 72
Spezifitét IgM/R-PE IgM/R-PE CD8 /R-PE
R-PE-ELISA + + +
indirekte IF + + +
(PBL-AgQ)

Membranmarkie-

rung der Hybri-
domzellen mit

e

R-PE + + +
Bispezifitats-

test (IF) + + il)
Morphologie groBzelligz) groBzellig groBRzellig
1) relativ schwache, schnell ausbleichende Fluoreszenz 1in der

Fluoreszenzmikroskopie

2) gellen der Hybrid-Hybridome deutlich groBer als die der
parentalzellinien H-BL-PE/34 und H-BL-IgM/11 bzw. H-BL-TS 8/2
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Abb. 25: FACS-Profile der bispezifischen AK BL-T.BZ und BL-T.D6
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Abb. 26: Doppelmarkierung von PBL mit BL-T.D6 + R-PE (Rotfluores-
zenz) und mit BL-TP 3b, direkt FITC-markiert (Grinfluo-
reszenz)

Ordinate: Rotfluoreszenz
Abszisse: Griinfluoreszenz
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Abb. 27: Doppelmarkierung von PBL mit BL-T.D6 + R-PE (Rotfluores-
zenz) und mit BL-TH 4, direkt FITC-markiert (Grunfluo-

reszenz)

Ordinate: Rotfluoreszenz
Abszil1sse: Grinfluoreszenz
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Abb. 28: Doppelmarkierung von PBL mit BL-T.D6 + R-PE (Rotfluores-
zenz) und mit BL-IgM/11, FITC-markiert (Grinfluoreszenz)

Ordinate: Rotfluoreszenz
Abszisse: Grinfluoreszenz
Quadrant II: doppeltmarkierte Zellen

Wie die FACS-Profile an humanen Tonsillenzellen (Abb.25) und
inbesondere die Ergebnisse der Doppelmarkierungen mnit T-Zell-
Markern wie CD3 und CD4 (jeweils direkt FITC-markiert, s. Abbn.
26 und 27) zeigen, sind die Hybrid-Hybridome H-BL-T.B2 und H-BL-
T.D6 gut geeignet, die IgM-tragende B-Zell-Population der PBL zu
erfassen und zu markieren. Abb. 28 (Doppelmarkierung mit dem
FITC-gekoppelten mAK BL-IgM/11) belegt die Anti-IgM-Spezifitdt
des Hybrid-Antikodrpers aufgrund der gut nachweisbaren Population
der doppeltmarkierten Lymphozyten im Quadranten II.

Weniger geeignet fiir Doppelmarkierungsversuche ist der Hybrid-AK



BL-T.D11, da durch ihn zwar die Rotfluoreszenz der PBIL im Ver-

gleich 2zu den PBS-Kontrollen deutlich nach rechts verschoben

Wwird, er aber andererseits nicht das typische CBE—Prefil inncl=
halb der PBL zeigt.

8.7. Fotografische Dokumentatien von Zellhybriden nach Elecktcte

FuS1on

In Abbildung 29 werden typische Fusionsprodukte aus murinen
Myelom- und Milzzellen gezeigt. Die Aufnahmen wurden etwa 2 bis 3
Minuten nach dem Gleichstromimpuls gemacht. Die Abrundung dieser
Fusionsprodukte ist in Abhdngigkeit von dem AusmafB der Membran-
verdanderungen, die nach dem elektrischen Breakdown auftreten,

innerhalb von 5 bis 20 Minuten abgeschlossen.

Abb.29: Fusionsprodukte (Pfeile) von murinen Myelom- und Milzzel-
ljen -etwa 2. bis 3 min nach Applikation des Gleichstrom=

impulses (Vergrdferung ca. 700fach)
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4. DISKUSSION

Die Fusion zweiler verschiedener Zelltypen mit dem Ziel, 1n den
resultierenden Hybriden die Eigenschaften der Parentalzellen zu
konservieren, ist das generelle Prinzip der Hybridomtechnik. Die
virale Transformation des B-Lymphozyten als Alternative, insbe-
sondere bei der Herstellung humaner mAK, ist demgegeniber von
untergeordneter Bedeutung. Als fusionsvermittelnde Agentien kom-
men fusogene Viren, z.B. das Sendai-Virus (KOHLER und MILSTEIN
1975) oder neuerdings das vesicular stomatitis virus (NAGATA et
al. 1991a, NAGATA et al. 1991b), chemische Verbindungen und phy-
sikalische Faktoren in Betracht. AuBerdem kann es sowohl in vivo
als auch in vitro zu Spontanfusionen zwischen gleichen oder
unterschiedlichen Zelltypen kommen. Dafilir stehen als Beispiele
die Myoblastenfusion bei der Herausbildung der Muskelzellen sowie
Beobachtungen aus dem Bereich der Hybridomtechnik (BANKERT et al.
1977; VERSCHOOR et al. 1990).

Die mit Abstand am weitesten verbreitete Methode zur Fusionierung
ist die der Inkubation der Zellen in einer PEG-LOsung definierter
Reinheit und Konzentration. Sie ist allerdings mit einigen Unzu-
linglichkeiten behaftet, wie der wechselnden Qualitdt der PEG-
Chargen und der Schwierigkeit, kleine Zellmengen fusionieren zu
kdnnen. AuRerdem ist die Fusionsfrequenz, obgleich der spontanen
und viralen Membranfusion deutlich iiberlegen, fir einige Anwen-
dungsgebiete noch zu gering (z.B. Fusionen mit humanen, prase-

lektierten B-Zellen).

Als Alternative zur PEG-Fusion erwies sich die durch elektrische
Felder vermittelte Zellfusion, die zuerst von SENDA et al. (1979)
beschrieben wurde. Mehrere Arbeiten befassen sich mit den Mog-
lichkeiten, die diese Methode fiir die Hybridomtechnik bietet.
Dabei steht hiufig der Vergleich der Fusionsfrequenzen mit denen
aus PEG-Fusionen im Mittelpunkt. Dariber hinaus wurden Schritte
in Richtung einer Ag-spezifischen Kopplung der Fusionspartner
mit dem Ziel, hodhere Raten an spezifischen mAK zu erzielen, un-
ternommen.

Fast alle Autoren konstatieren, unabhdngig von dem exakten Fu-
sionsprotokoll und den Modifikation bei den physikalischen und
chemischen Parametern, eine Steigerung der absoluten Fusionsfre-

quenz bei Anwendung der Elektrofusion gegeniber der PEG-Methode.
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KARSTEN et al. (1985) sowie auch OHNISHI et al. (1987) geben fur
die Erhodhung der FF, bei murinen Hybridomen den Faktor 10 an,
widhrend FOUNG und PERKINS (1989) filir humane Hybridome eine Stei-
gerung um das 11- bis 14-fache beschreiben. KATENKAMP et al.
(1989) fanden die FF, nur um das 3fache erhdht, hingegen konnten
KARSTEN et al. (1988) eine bis zu 33-fache und VAN DUIJN et al.
(1989) sogar eine 80-fache Erhdhung der Fusionsfrequenz bei mu-
rinen Hybridomen feststellen. Auch GRAVEKAMP et al. (1986) er-
reichten mit der Methode der Elektrofusion "betrdchtlich mehr"
humane T-Zell-Hybridome unter Verwendung der T-Lymphomzellinie
HSB-2 als mit PEG. Lediglich BROWN et al. (1986) geben an, daB
die Methode der Elektrofusion gegeniiber der PEG-Technik nicht als
eindeutig vorteilhafter einzustufen ist. BLANCHER et al. (1991)
konstatierten zwar niedrigere absolute Fusionsfrequenzen, dafur
aber einen hdheren Anteil von spezifischen Klonen.

Die aus unseren Ergebnissen stammenden Werte von 13,6 bzw.19,9
fiir die mittlere Steigerung der FFa/Mi (je nach Berechnung unter
zugrundelegung aller oder nur der besten Teilfusionen) differie-
ren somit nur unwesentlich von den Literaturangaben (s. 3.2.
Tab.5).

In den Arbeiten von KARSTEN et al. (1985 und 1988) wird darauf
hingewiesen, daB die FF, bei EF und PEG-Fusion vergleichbar sind,
ebenfalls solche wesentlichen Parameter wie Klonierbarkeit, AK-
Titer, Isotypverteilung, Stabilitdt der Antikdrperproduktion,
Transplantierbarkeit und Kryoprédservation. Auffdllig waren nur
die Unterschiede im frilhen Wachstumsverhalten, d.h. Klone, die
aus Elektrofusionen resultieren, erscheinen signifikant friher
(schon 3 bis 4 Tage nach der Fusion). Diese Aussagen KARSTEN's,
die auch mit den Ergebnissen von TRAWINSKI (1985) und GLASER
(1989b) iibereinstimmen, kdnnen von uns in Jjeder Hinsicht be-
stitigt werden. Obwohl exakte Vergleiche zwischen dem Anteill der
"positiven" Klone bei EF bwz. bei PEG-Fusionen nicht gemacht
wurden, so liegen doch die Werte fiir die FF, aus den Elektrofu-
sionen (s. Tab. 1-3) in dem Bereich, der erfahrungsgemdf auch fir
PEG-Fusionen zutrifft. BLANCHER et al. (1991), die eine deutlich
héhere FFg bei Elektrofusionen feststellten, begriinden diese
Erscheinung mit der Tatsache, daB groBere Lymphozyten (also z.B.
Ag-stimulierte B-Blasten) unter ihren gewdhlten elektrischen

Bedingungen bevorzugt mit Myelomzellen fusionieren. Diese Ab-
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hangigkeit von der ZellgrdBe ergibt sich aus der Gleichung

V=1,5%*r1r * E * cos a ,
wobei V das generierte Membranpotential ist (entscheidend fiir das
elektrische Breakdown und damit die Membranfusion), r der Zell-
radius, E das angelegte &HuBere elektrische Feld und o der Winkel
zwischen dem normalen Vektor eines gegebenen Punktes auf der
7ellmembran und der Richtung des &duBeren Feldvektors (ZIMMERMANN
et al. 1990). BLANCHER et al. (1991) arbeiteten mit der relativ
geringen Feldstarke von 1,5 kvem™! fiir den d.c. Impuls und ohne
dielektrophoretische Sammlung der Zellen vor Fusion. Die
Restriktion der Zellfusion auf Ag-stimulierte B-Zellen wdre mnit
den genannten Parametern starker ausgepragt als bei
Elektrofusionen mit hdhereren Feldstdrken bzw. bei PEG-Fusion.
Nach unseren Erfahrungen zeigte sich bei der lichtmikroskopischen
Auswertung der Fusionsprodukte (bei Werten von 4-5 chm—l) keine
bevorzugten Zellpaare aus Myelomzelle und Lymphoblast, sondern es
dominierten Fusionsprodukte aus 2 oder mehreren Myelomzellen.
Paarungen von Myelomzellen mit grofen bzw. kleinen Lymphozyten
traten etwa gleich hdufig auf.

Das steht im Einklang mit dem Ergebnis, daB Kkeine Korrelation
swischen dem Anteil der Blasten in der Milzzellsuspension und der
erreichten spezifischen Fusionsfrequenz besteht (s.3.3.5.

Abb.7) .

Die oben erwihnte Beobachtung, daf die aus der EF hervorgegange-
nen Klone friiher proliferieren, kann von uns bestidtigt werden.
Wahrscheinlich hingt diese Erscheinung damit zusammen, daf der
toxische Effekt des PEG, der evtl. ldnger andauert, bei der
Elektrofusion wegfdllt, die Zellen sich also schneller erholen
und zu teilen beginnen.

Gleichfalls waren keine Unterschiede hinsichtlich der Stabilitat
der AK-Synthese der Hybridome festzustellen. Segreganten kommen
gelegentlich vor, jedoch nicht hdufiger als bei Klonen, die aus
PEG-Fusionen hervorgegangen sind.

Von wesentlicher Bedeutung ist der Befund, daB es eine deutliche
Korrelation zwischen den Fusionsfrequenzen der jewells parallel

ausgefiihrten PEG- und Elektrofusionen gibt (s.Abb.2). Zweli Inter-

pretationsméglichkeiten bieten sich an:
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1. Die eingesetzten Zellen (Myelom- oder Milzzellen) sind der
Grund flir den Erfolg der Fusion, denn die Zellsuspensionen
wurden 1in der Regel geteilt und gleichzeitig fir beide
Fusionstechniken eingesetzt. Das bedeutet, die Zellen befanden
sich in gleicher Kondition (Wachstumsphase der Myelomzellen;
Immunisierungsstatus der Tiere, Anteil an B-Lymphoblasten) und

limitieren in beiden Fusionstechniken die Rate an Hybridomen.

2. Die konkret zum Zeitpunkt der Fusion und in der unmittelbaren
post-fusion Periode herrschenden Zellkulturbedingungen (Me-
dium, Wasser, Feederlayer) waren gleich. Da die Zellsuspen-
sionen nach der Elektro- bzw. PEG-Fusion identisch behandelt
wurden, wirkte sich der Zellkulturfaktor filir beide Techniken

gleichermaBen positiv bzw. negativ aus.

Der zweiten Variante ist aufgrund unserer Erfahrungen der Vorzug
zu geben: Sehr hohe Vitalitat der Myelomzellen bzw. hoher Bla-
stenanteil in der Milz gehen bei der Elektrofusion - zumindest
innerhalb des angegebenen Intervalls - nicht unbedingt mit einer

hohen Fusionsfrequenz einher.

Die Versuche, die auf eine Parameteroptimierung der Elektrofusion
abzielten, sollen im folgenden interpretiert werden.

Die erste untersuchte GroRBe ist das numerische Verhdltnis von
Milzzellen zu Myelomzellen im Fusionsansatz. Dabel geht man davon
aus, dap die Trefferrate im Sinne von Myelomzelle x Milzzelle -
Fusionen von diesem Parameter bestimmt wird. Hierbei ist 2zu be-
riicksichtigen, daB die der Elektrofusion vorgeschaltetete di-
elektrophoretische Zellsammlung nicht nur ein Zufallsprozess ist,
sondern beispielsweise auch von der Zellgrofe abhdngt. Ungeachtet
dessen kann man ein experimentell zu bestimmendes Optimum anneh-
men. Die Angaben aus der Literatur hierzu sind sehr verschieden
und Aussagen iiber den realen Effekt des Zzellzahlverhdltnisses
selten. Die Verhiltniszahlen schwanken von 50:1 (Milz- : Myelom-
zellen, BROWN et al. 1986) bis zu 1:3 (also dreifacher Uberschuf
an Myelomzellen; TRAWINSKI 1985) .

PETERS (1990) geht beil der PEG-Fusion von einem Verhdltnis von
1:1 aus, bezogen auf mikroskopisch identifizierbare Milzlympho-
blasten. Bezogen auf die Gesamtzahl der Milzlymphozyten werden

Literaturwerte zitiert, die in der Spanne von 10:1 bis 1:2 lie-
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gen. In den Publikationen, die zum Thema Herstellung von
Hybridomen durch Elektrofusionstechnik erschienen sind, wird ein
jeweils konstantes Verhdltnis der Fusionspartner angegeben, nur
in den Arbeiten von TRAWINSKI (1985) und von FOUNG et al. (1990)
wird dieser Parameter variiert. Die Fusionsfrequenzen bel
TRAWINSKI (1985) lassen allerdings keinen Trend hinsichtlich
ihrer Beeinflussung durch das Zellzahlverhdltnis erkennen. Hin-
gegen weisen FOUNG et al. (1990) darauf hin, dab diese GroBe
EinfluB auf die Fusionsfrequenz hat. Bei einem Verh&dltnis von 1:2
(doppelte Menge an Myelomzellen) liegt der Wert filir die FF deut-
1ich hdher als bei 1:1 bzw. 2:1 (doppelte Menge an Lymphozyten).
Demgegeniber wird 1in den anderen Arbeiten ausschlieflich von
einem Uberschu an Milzzellen (bzw. Human-PBL) oder aber von
gleichen Zellzahlen ausgegangen.

Interessant ist in diesem Zusammenhang der Befund aus Fusion Nr.
51, bei welcher FACS-sortierte Milzzellen zum Einsatz kamen. Hier
lag das numerische Verh&ltnis bei 1:2 (Milz- : Myelomzellen).
Trotzdem konnten, neben der Steigerung der spezifischen FF, auch
sehr hohe FF_ erzielt werden (s. Tabelle 2), fir die FFa/Mi sogar
den absolut hdchsten Wert (8,7). Inwieweit das eine Folge des
vellzahlverhidltnisses oder eher einer Anreicherung von Ag-posi-
tiven B-Blasten, die potentiell gute Hybridombildner sind, dar-
stellt, muB hier dahingestellt bleiben. Die dazugehodrige
nzufalls"fusion Nr. 50, bei der ein Zellzahlverhdltnis von 2:1
gewdhlt wurde, erbrachte geringere FF,. Trotzdem ist mit unseren
Daten kein deutlicher Zusammenhang zwischen dem numerischen

vellzahlverhdltnis und den Fusionsfrequenzen (s. Abb. 3).

Es kann von Vorteil sein, wenn ein Teil der Milzzellsuspension
fiir spdtere Fusionen kryokonserviert wird, da beim Elektrofu-
sionsansatz meist nicht alle Zellen in einem Experiment ver-
arbeitet werden k®nnen. Nach MARUSICH (1988) bringt ein vorheri-
ges Einfrieren der Zellen sogar mit sich, daB die nachfolgenden
Fusionen mit diesen Zellen erfolgreicher verlaufen als ohne diese
Vorbehandlung. Unsere Ergebnisse (s. Abb. 4) konnen diesen Befund
nicht bestdtigen. Unbestritten ist, daB die Zellmembranen durch
den Einfrier- und Auftauprozef belastet werden, was entweder 2zum
Zelltod, aber mdglicherweise auch zu einer h&heren Fusogenitit
der Zellen fiihren kann (MARUSICH 1988).

Eine der Zellfusion vorhergehende Abtrennung der toten Zellen

durch Dichtegradientenzentrifugation ist aufgrund der Tatsaéhe,
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daB jene die DE stdren kdnnen, sicher von Vorteil. Da nur zwel
Fusionen (Nr.16 und Nr.17) ohne eine solche Separation durchge-
fiihrt wurden, ist eine gesicherte Aussage aus den vorliegenden
Fusionsfrequenzen nicht moglich.

MARUSICH (1988) erzielte bei PEG-Fusionen mit kxryokonservierten

7ellen auch ohne Dichtegradientenschritt gute Fusionsfrequenzen.

Bereits in einem friihen Stadium der methodischen Entwicklung der
Elektrofusion wurde die proteolytische Vorbehandlung (Pronase,
Dispase) der Zellen als fusionsbegiinstigend diskutiert (ZIMMER-
MANN et al. 1981, OHNO-SHOSAKU und OKADA 1984) . VIENKEN und
ZIMMERMANN (1982) erkldren den positiven Effekt der Proteasen
damit, daR die entstehenden reinen Lipidareale innerhalb der
Membran diese gegen hohe elektrische Feldstarken schiitzen sollen.
Dagegen stellen OHNO-SHOSAKU und OKADA (1989) die enzymatische
Wirkung in den Vordergrund, da Proteasenhemmer den fusionsbe-
glinstigenden Effekt nivellierten. Dagegen stehen wiederum die
Befunde von TRAWINSKI (1985), der zwar eine hohere primére Fu-
sionsfrequenz bei Pronasezugabe feststellt, aber auch bei Inku-
bation in 0,25 mg Rinderserumalbumin /ml, was auf einen unspezi-
fischen Schutzeffekt gegeniiber den Membranen durch unspezifische
Proteinanlagerung hindeutet.

GLASER et al. (1989b) stellte eine irreversible Schddigung der
Zellen fest, wenn Pronase E wihrend des Impulses anwesend war,
zumindest bei Impulszeiten groéBer als 8 us. Eine Vorbehandlung
mit Pronase hingegen erhdhte die Fusionsfrequenz, wie das auch
von den meisten Autoren, die Proteasen verwendeten, bestdtigt
wird (KARSTEN et al. 1985, ABEL et al. 1986, OHNISHI et al. 1987,
STENGER et al. 1988, VAN DUIJN 1989). Demgegeniiber stehen die
Arbeiten von BROWN et al.(1986), TSONEVA et al. (1988) sowie von
SEIDFL und FIEBIG (1989a), die keine Steigerung der absoluten
Fusionsfrequenz konstatierten. Interessant ist in dieser Hinsicht
auch der Befund von KATENKAMP et al. (1989), der zwar mit einer
Maus-Myelomzellinie (FO) unter Einwirkung von Pronase eine hOhere
Rate an Hybridomen erzielte, nicht aber bei Verwendung der
Myelomzellen P3-X63Ag8.653.

IGARASHI und BANDO (1990) untersuchten, allerdings bei PEG-Zell-
fusionen, die Wirkung der Neuraminidase in der Zellvorbehandlung
auf die Fusionseffizienz und stellten ebenfalls eine hohere Aus-
beute an Hybridomen im Vergleich zu Kontrollfusionen fest, was

als Folge der Abspaltung der Sialinsdurereste und der damit
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verbundenen Begiinstigung des interzelluldren Kontaktes interpre-
tiert werden Kkann.

Unsere Ergebnisse beziiglich des Pronase-Effektes sind nicht ein-
deutig (s.Abb.5), Jjedoch kann nicht von einer Kklar positiven
Wirkung des Enzyms gesprochen werden. Da es fast immer aufgrund
von Agglutinationen zum Zellverlust kam, wurde in den letzten
Elektrofusionen auf eine proteolytische Vorbehandlung verzichtet.

Die hdchsten FF_ wurden in Fusionsansdtzen ohne Pronase erreicht.

Die Vitalitdt der Myelomzellen als Fusionspartner ist eine GrofBe,
die in der Literatur nur eine geringe Rolle spielt. Die Empfeh-
lung, Zellen im exponentiellen Wachstum (log-Phase) 2zu verwenden
(FIEBIG 1984, PETERS 1990), impliziert eine hohe Vitalitdt der
Suspension, jedoch fehlen exakte Untersuchungen dazu. Unsere
Ergebnisse weisen aus, daB der Parameter des Totzellanteiles, den
wir mittels Trypanblau-AusschluBtest ermittelten, keinen signifi-
kanten EinfluB auf die FF_, hat. Jedoch scheint ein Trend in Rich-
tung auf eine positive Korrelation zu bestehen, wenn alle Fu-
sionsexperimente unabhdngig von den Einzelversuchen analysiert
werden. Dabei ist einschrankend zu vermerken, daB diese Aussage
nur fiir die untersuchte Bandbreite von 60 - 98 % Vitalitat ge-
macht werden kann. AuBerdem ist die Wertigkeit des Trypanblau-
tests in Rechnung zu stellen, der nur die Permeabilitdt der Zell-
membran erfapft und andere Parameter, die auch die Qualitat der
Zellsuspension bestimmen (z.B. zellzyklus) nicht. Es bieten sich
hier weitergehende Experimente in Richtung einer zZzyklussynchroni-
sation an, wie sie bei MIYAHARA et al. (1984) fur die PEG-Fusion

als erfolgreich beschrieben wurden.

Fine weiterer Faktor, dessen EinfluB auf die FF, sowie auf die
FFq untersucht wurde, ist der Anteil der Blasten in der zur Fu-
sion eingesetzten Milzzellsuspension. Dieser Wert wurde mikro-
skopisch durch Auszidahlen der grofen, blastendhnlichen Zellen
pestimmt. Ein subjektiver Fehler durch Verwechslungen mit Makro-
phagen/Monozyten war damit immer gegeben.

In Auswertung der Ergebnisse (s. 3.3.6.) ist festzustellen, daB
sowohl die absolute wie auch die spezifische Fusionsfrequenz
zumindest nicht primdr von der Rate der Blasten in der Milzzell-
population abhdngen. In Anbetracht der mehrdimensionalen Beein-
flussung des Fusionserfolges ist es sicher zu einfach, von einer

hohen Raten an Lymphoblasten auf eine hohe FF schlieBen zu wol-
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len. Wir konnten damit auch nicht die Ergebnisse von STAHLI et
al. (1980) bestdtigen, die einen klaren Einfluf des Anteils an

"groBen Zellen" auf die spezifische Effizienz bei PEG-Fusionen

feststellen konnten.

In der Regel kann auf Feederzellen insbesondere wdhrend der Se-
lektions- und Anwachsphase der Hybridome nicht verzichtet werden,
da diese Zellen Lymphokine sezernieren (u.a. Interleukin 1, In-
terleukin 6; BAZIN und LEMIEUX 1989), welche das Anwachsen der
Hybridzellklone beglinstigen. Wir verwendeten als Feederzellen
murine histokompatible Peritonealmakrophagen sowie als Alterna-
tive Mausmilzzellen. Die Tatsache, daB unter Verwendung von
Makrophagen die FF, deutlich hoéher ausfiel als beli Einsatz von
Milzzellen, weist darauf hin, daB der konditionierende Effekt der
Makrophagen stdrker ist als der der Milzzellen. AuBerdem kommt
den Makrophagen eine Funktion als Phagozyten bei der Beseitigung
von toten Zellen, die die Kulturbedingungen verschlechtern konn-
ten, zu. Da die Verdopplung der Makrophagendichte in Fusion Nr.
54 nur zu einer unwesentlichen Erhdhung der Fusionsfrequenz fihr-
te, ist dieser Parameter offenbar weniger bedeutsam als die Wahl
der Feederzellart.

Nach LANE et al. (1988) bestimmt auch der Aktivierungszustand der
Peritonealmakrophagen, induziert durch Injektionen verschiedener
Substanzen vor dem Entnehmen der Zellen, die wachstumsfodrdernde
Wirkung: FREUND‘s Inkomplettes Adjuvans sowie Pristan als un-
spezifische Entziindungsreize sind demnach die stdrksten Aktivato-
ren, die im Vergleich mit nichtstimulierten Peritonealzellen eine

deutlichen Steigerung der FF_ bewirken.

Unsere Ergebnisse betreffend die Vorreinigung der mononukledre
7ellen aus der Milzzellsuspension, belegen den positiven Effekt
der Dichtegradientenzentrifugation bei kryokonservierten Zellen
zur Abtrennung toter Zellen. Auch bei frischen Milzzellen war
eine geringe Steigerung der Fusionsfrequenz bei Anwendung von
Trennmedium hdherer Dichte (1,086) zu verzeichnen. Dieser Vorteil
wird allerdings durch den Umstand relativiert, daB es bei diesem
Trennschritt in der Regel zu Zellverlusten kommt.

KARSTEN et al. (1985) setzen die Milzzellsuspension vor der
Fusion einem osmotischen Schock aus, um die Erythrozyten daraus
zu entfernen, wihrend die gleichen Autoren spdter auch eine Fi-

coll-Visotrast-Dichtegradientenzentrifugation bevorzugen (KARSTEN
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et al. 1988). In den meisten Experimenten zur Herstellung muriner
mAK mittels EF wird von der kompletten Milzzellpopulation inklu-
sive Erythrozyten ausgegangen oder ein Inkubationsschritt mit
isotonischer Ammoniumchloridldsung vorangestellt, um die Erythro-
zyten zu lysieren (VIENKEN und ZIMMERMANN 1982, VIENKEN und ZIM-
MERMANN 1985, STENGER et al. 1988, SCHMITT et al. 1989, VAN DUIJN
et al. 1989, TOMITA und TSONG 1990).

Unsere Ergebnisse, die den differenzierten EinfluB der Zellkul-
turmedien auf die FF_, betreffen (s. 3.3.8.: Abb. 10), stimmen gut
mit den Befunden von LONG et al. (1988) Uberein: auf DMEM basie-
rende Medien, zu denen auch IMDM gehdrt, werden gegeniber RPMI
1640 als vorteilhaft eingeschdtzt. Andere Autoren versuchten
erfolgreich, auf RPMI 1640-Grundlage durch Zusatze wie R-ME (LANE
et al. 1988), Eisenzitrat (anstelle von Transferrin, KOVAR 1988)
oder Maus-Aszites (SP2/0-induziert, STEWART und FULLER 1989) die
absolute Fusionsfrequenz zu steigern. STEWART und FULLER (1989)
perichten auch iiber eine 3,6 bis 4,8fache Erhdhung des Anteils
Ag-spezifischer Klone unter Einsatz von 2,5 % Aszites anstelle
von FKS. Der erforderliche FKS-Gehalt im Medium als einer der
wichtigsten Wachstumsfaktoren kann nach LEE et al. (1989) 1in
Abhdngigkeit von der initialen 2Zelldichte gewdhlt werden und
z.B. bei einer Suspensionsdichte von 1x106/ml bis auf 0 reduziert

werden.

Wesentlich fir den Erfolg der Elektrofusion mit vorhergehender
dielektrophoretischer Sammlung der Zellen ist ein geeignetes
niedrigkonduktives Fusionsmedium. Dieses wird in den meisten
Fillen von einer isotonen Zuckerldsung (Saccharose, Glukose,
Inosit, Mannit oder Sorbit) gebildet. Ausnahmen beschreiben TRA-
WINSKI (1985) und KATENKAMP et al. (1989), wobei die Elektro-
fusion in normalem Zellkulturmedium vorgenommen wurde. Der
7e]lkontakt wurde durch Zentrifugation realisiert und die Zellen
praktisch im Zellpellet fusioniert. Im Gegensatz 2zu TRAWINSKI,
der mit dieser Methode erfolgreich Hybridome herstellte, fanden
KATENKAMP et al. (1989), daB die Fusion im normalen Wachstums-
medium nicht zu lebensfidhigen Hybridomen fihrt.

In unseren Versuchen mit einer isotonen Saccharoselésung_(ohne
weiter Zusidtze) konnten zwar Fusionsprodukte festgestellt werden,
jedoch wuchsen keine Hybridome, wadhrend parallel durchgefiihrte

Ansitze mit dem Fl-Medium erfolgreich waren. Im allgemeinen wer-
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den den Zuckerldsungen noch in geringen Konzentrationen catt -

und Mg++ -Ionen beigefligt und iiber Phosphatpuffer bzw. Histidin
der pH-Wert justiert. Die Art des Zuckers scheint dabei, in Uber-
einstimmung mit den Befunden von TRAWINSKI (1985) von zweitrangi-
ger Bedeutung zu sein (s. Abb. 11). Es gibt keine wesentlichen
Unterschiede 1in der FF, unter Verwendung von auf Inosit bzw. auf
Mannit basierendem Fusionsmedium. Hingegen sinkt die FF_, bel
Verwendung von F3 (schwach hypoton, Histidin-gepuffert) ab, wah-
rend STENGER et al. (1988) mit diesem Medium eline Verbesserung
der Fusionseffizienz erzielten. Auch SCHMITT und ZIMMERMANN
(1989), FOUNG et al. (1990) sowie ZIMMERMANN et al. (1990) er-
reichten mit stark hypoosmolaren Zuckerldsungen (75 mosm Sorbit)
hdhere Fusionsfrequenzen als mit isoosmolaren (300 mosm) Losun-
gen. Die Autoren erkldren das mit einer erhdhten Membranpermeabil-
1itdt infolge des osmotischen Stresses. Da die Volumenzunahme der
Zellen unter hypoosmolaren Bedingungen eine Reduzierung der Feld-
stirke des d.c. Impulses erfordert, 1d4Bt sich der positive Effekt
der niedrigen Osmolaritit auch auf eine insgesamt hdhere Vitali-

tit der Zellsuspension nach dem Feldimpuls zurickfihren.

Da fiir die erfolgreiche Elektrofusion von Zellen vorhergehender
zellkontakt Voraussetzung ist, sind flir die Parameteroptimierung
auch die elektrischen Daten der Dielektrophorese von Interesse.
Die Werte fiir die Frequenz des Wechselfeldes werden in der Lite-
ratur mit minimal 800 kHz (TRAWINSKI 1985, PRATT et al. 1987) bis
maximal 5,0 MHz (GRAVEKAMP 1985) angegeben. Nach unseren Ergeb-
nissen erscheint die Frequenz von 2 MHz als optimal, 1 MHz brach-
te etwas geringere Fusionsfrequenzen und eine DE-Frequenz von 500
kHz bewirkt einen starken Abfall der FF,. Bei diesem Wert kommt
es offenbar nur eingeschridnkt zur dielektrophoretischen Wanderung
der Zellen und damit nicht zum noétigen Zell-Zell-Kontakt
(s.Abb.12, Fusion Nr.50). Es tritt stattdessen das Phanomen der
Elektrorotation auf (ARNOLD und ZIMMERMANN 1982), das die Zell-
adhirenz verhindert. TRAWINSKI (1985) konstatierte innerhalb der
Spanne 0,8 und 1,5 MHz Dbei sonst gleichen Fusionsbedingungen
keine Abhingigkeit der FF von der Wechselfeldfrequenz, unterhalb

von 0,8 MHz Jjedoch wurden keine Fusionsprodukte mehr festge-

stellt.

Die DE-Spannung wird solange angelegt, bis es zur Bildung von

7Zellketten kommt, die minimal aus 2 Zellen bestehen konnen. Wel-
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che Zeit das erfordert, hingt nach TRAWINSKI (1985) von der
Amplitude des Wechselfeldes ab. Wihrend bei einer Feldstarke von
100 V/cm erst nach 60 s die Kettenbildung abgeschlossen wurde,
reichten bei einem Wert von 660 V/cm bereits 10 s dafilir aus. Die
Literaturdaten hierzu streuen von 5 s bei 1 kV/cm (ABEL et al.
1987) bis zu 60 s bei 250 V/cm (TSONEVA et al. 1988). Die meisten
Werte liegen zwischen 10 und 30 s. Unsere Untersuchungen 2zur
Abhingigkeit der FF_, von der DE-Dauer ergaben, daf innerhalb der
Spanne 5 bis 20 s keine eindeutige Abhéngigkeit besteht (bei
einer Frequenz von 2 MHz und einer Feldstdrke von 600 v/cm) .
TRAWINSKI (1985) hidlt eine generelle zellschddigende Wirkung der
Dielektrophorese filir erwiesen (Proliferationshemmung), weswegen
or auf Alternativen zum Erlangen des Zell-Zell-Kontaktes orien-

tiert.

Die elektrische Feldstdrke zum Erreichen der DE muf einerseits
ausreichend hoch sein, damit es {iberhaupt zur Zellansammlung
kommt, andererseits bewirken zu hohe Feldstdrken eine Verformung
der einzelnen Zellen (Elongation der Zellkodrper), die eine irre-
versible Schidigung nach sich zieht. Nach TRAWINSKI (1985), der
Feldstirken von 40 - 660 V/cm untersuchte, soll die Zerstodrung
der Zellen im Wechselfeld bereits bei Feldstdrken iber 220 V/cm
beginnen, was aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nicht be-
stdtigt werden Kkann. Unterhalb von 40 V/cm wurde von TRAWINSKI
keine DE beobachtet. Die in der Literatur angegebenen Werten
liegen meist betrdchtlich iber 220 V/cm, im Mittel um 400 V/cn.
Der Minimumwert von 90 V/cm wurde von OHNISHI et al. (1987) ange-
geben, der Maximalwert von 1,2 kV/cm stammt von KARSTEN et al.
(1985) sowie von PAQUE und MILLER (1989).

Unsere Experimente zur Wichtung dieses Parameters lassen eher
darauf schliefen, daB die Fusionsfrequenzen kaum Abhdngigkeit
von der Feldstirke des Wechselfeldes innerhalb eines Bereiches
von etwa 300 bis 800 V/cm zeigen. Oberhalb von 800 V/cm geht die

FF, jedoch deutlich zuriick, bedingt durch Zellschddigung wahrend

der DE (s. Abb. 14).

Die Bedeutung des Parameters Impulsdauer wurde innerhalb der
Spanne 0,7 - 15 ps (d.c., Rechteckimpuls) untersucht. Dabei zeig-
te sich, daR offenbar in diesem Bereich die Dauer des Impulses
eher eine untergeordnete Rolle spielt . Das stimmt mit den Aus-

sagen von GLASER et al. (1989a) {iberein, die innerhalb des Be-
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reiches von 3 bis 30 ps kein scharfes Optimum fiir Impulsldnge und
-stdrke fanden, allerdings fiir bestimmte Kombinationen Impuls-
dauer : Feldstdrke sehr hohe Fusionsfrequenzen (z.B. 4 us und 2,2
bis 7 kV/cm). In unseren Fusionsexperimenten wurden sehr hohe,
d.h. iiber den Durchschnittswerten von 3,74 und 1,48 filir die
FFa/My bzw. FFa/Mi liegende Fusionsfrequenzen sowohl mit Impulsen
von 3, 5, 8 bzw. 10 us Dauer erzielt (Fusionen Nr. 48 und Nr.66).
Die Literaturangaben zu diesem Parameter schwanken zwischen 5 us
(KARSTEN et al. 1985) und 100 ps (BLANCHER et al. 1991), liegen
aber in der Regel bei 10 bis 20 us. Eine Ausnahme hierzu stellt
der Wert von 600 us fiir den Fusionsimpuls bei TAKAHASHI et al.
(1990) dar, dabei ist zu berlicksichtigen, dafB es sich hierbei um
einen a.c. Impuls (f = 10 kHz; E = 12 kV/cm) ohne vorhergehende
DE handelt.

HEWISH und WERKMEISTER (1989) setzten statt des iiblichen Recht-
eckimpulses einen Impuls mit exponentiellem Abfallen der Feld-
stirke ein. Die von ihnen ausgetesteten Werte von 10 bis 50 us

Impulsdauer korrelierten nicht mit der Vitalitdt der so behandel-

ten NS-1 Myelomzellen.

Nach TRAWINSKI (1985) verursachen Impulslangen oberhalb von 60 Uus
verstirkt Zelltod infolge irreversibler Membranschddigungen (ir-
reversibles elektrisches Breakdown). Im Gegensatz hierzu fanden
BLANCHER et al. (1991) das Optimum hinsichtlich der Hybridomaus-
beute bei einer Parameterkombination von 100 ps Dauer, 1,5 KV/cm
Feldstdrke, 5 Rechteckimpulse. Eine Reduzierung der Impulsdauer

auf 50, 20 oder 10 us fihrte nach Angaben dieser Autoren zu einem

deutlichen Riickgang der Fusionsfrequenz.

Gleiche Wertigkeit wie die Pulsdauer besitzt auch die Feldstarke
des Impulses, die ebenfalls einen Kompromif3 zwischen dem ge-
wiilnschten Effekt auf die Membraneigenschaften (reversibles
elektrisches Breakdown) einerseits und einer m&glichst geringen
Beeinflussung der Zellvitalitat andererseits darstellt.

Hierbei besteht nach unseren Ergebnissen eine negative Korrela-
tion zwischen Feldstdrke und FF, (s.Abb. 17), zumindest fir den
untersuchten Bereich von 4,2 kV/cm bis 10 kV/cm. Die hochsten
Fusionsfrequenzen wurden bei Feldstarken von 4,2 kV/cm ermittelt.
Auch der GroBteil der Werte aus der Literatur liegt im Bereich
von etwa 4 kV/cm. Extremwerte sind 7,7 kV/cm (PRATT et al. 1987)

bzw. 0,5 kV/cm (BLANCHER et al. 1991).
TRAWINSKI (1985) stellte fest, daB bei Impulsen > 5 kV/cm 2zwar
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bis zu 30 % der Zellen physisch fusionieren, aber auch bis zu
70 % der Zellen zerstdrt werden und z.T. sehr groBe Fusionspro-
dukte aus mehreren Zellen bestehende Fusionsprodukte entstehen,
die nicht lebensfdhig sind. |

In den Versuchen von STENGER et al. (1988) zeigte sich eine Ab-
hangigkeit des Optimalwertes fiir die Feldstdrke vom verwendeten
Fusionsmedium: Wurden die Konzentrationen der zweiwertigen Ionen

+, Mg++) auf ein Fiinftel reduziert, verschob

im Fusionsmedium (ca’
sich das Optimum von 3,2 kV/cm auf 2,2 bis 2,8 kV/cm.

GLASER et al. (1989b) schitzten flir das Maussystem mit X63-
Ag8.653-Zellen eine Feldstdrke von 3,3 kV/cm (bei Impulszeiten
von 3-30 ps) als am effektivsten ein, wdhrend SCHMITT et al.
(1989) bei Elektrofusionen mit SP2/0-Agl4 die hodchsten Fusions-
frequenzen bei 2 kV/cm erzielten. Mdglicherweise variieren auch
die Membraneigenschaften der einzelnen Myelomzellinien, so da8
sich hier Unterschiede fiir die einzelnen elektrischen Parameter
ergeben kénnen. Dagegen steht, daB die von STENGER et al. (1988)
ermittelte optimale Feldstidrke sowohl filir P3-X63Ag8.653 als auch
fiir SP2/0-Agl4 - Zellen zutreffend ist. Die Parameter fir die
elektrische Feldstidrke miissen verdndert werden, wenn hypoosmola-
res Fusionsmedium verwendet wird. Der vergrdBerte Zellradius
bewirkt, daBf Impulse mit niedriger Stdrke den gleichen Effekt

haben wie Impulse hdherer Feldstdrke in isocosmolarem Milieu

(SCHMITT und ZIMMERMANN 1989).

Neben Dauer und Feldstidrke steht als dritte kritische GroBe des
Gleichstromimpulses die Anzahl (ein- oder mehrmalige Applika-
tion). Die diesbeziiglichen Ergebnisse (s.Abb.18) belegen, daB bei
den verwendeten Impulsen (4-5 kV/cm; 3-8 us) eine Wiederholung
des Pulses eher eine negative Wirkung hat, d.h. daB der Anteil
der durch den Fusionsimpuls geschddigten Zellen steigt und damit
die FF sinkt. In allen Versuchen, 1in denen parallel 1x bazw.

a
mehrfach (2-5x) gepulst wurde, war stets die Teilfusion am er-

folgreichsten, bei welcher nur 1 Impuls appliziert wurde.
Vergleichende Untersuchungen zum Einflu der Impulsanzahl liegen
U.a. von TRAWINSKI (1985) vor. Danach fusionieren bei Applikation
von nur 1 oder 2 Impulsen 1-3 % der Zellen (primdre Fusionsfre-
gquenz), wahrend nach 3maligem Applizieren bereits 5-10 % der
7ellen fusionieren. Mehr als 3 aufeinanderfolgende d.c. Impulse
10 us).

fiihrten zur Zellzerstdrung (E = 4,5 kV/cm; t
Hingegen sind die Fusionsfrequenzen bei ZIMMERMANN et al. (1990)
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nach 3maliger Pulsapplikation ( mit 1 s Intervall) etwas niedri-

ger als nach nur einem Impuls (im System Maus x Maus/Mensch -

Heterohybridom) .

HEWISH und WERKMEISTER (1989) stellten eine eindeutige negative
Korrelation zwischen der Anzahl der Impulse und der Zellvitalitat
der Myelomzellen (P3-NS1-Ag4-1) fest, unabhdngig von der Feld-
stirke ( "exponential decay" Impulse mit E = 250 bis 1000 kV/cm).
BLANCHER et al. (1990) untersuchten beziiglich der Impulsanzahl
nur 5maliges bzw. 10maliges Applizieren mit jeweils 1 s Inter-
vall. Dabei war ersteres deutlich erfolgreicher, bei Impulswerten

von E=1,5 kV/cm und t=100 us.

Wie die Versuche zur MaBstabsverkleinerung mit der Plattenkammer
belegen, kdénnen problemlos Volumina bis herab zu 5 Ll Zellsuspen-
sion - unter Beibehaltung der Dichte von 1x10° Zellen/ul - verar-
beitet werden, ohne daB es zu einem signifikanten Abfall in der
Fusionsfrequenz kommt (Abb.19). Die Limitierung erfolgt hier
durch den Umstand, daB nach Einfilillen von weniger als 5 ul keine
Fliissigkeitsbriicke zwischen den Elektroden mehr ausgebildet wird
(fir eine Distanz von 0,5 mm). Eine weitere Reduzierung ware
evtl. mit dem Einsatz eines Spacers geringerer Dicke denkbar.

Die Reduktion der Zellzahl durch Verringerung des Suspensions-
volumens in der Plattenkammer wurde ausgenutzt, um FACS-prase-
lektierte (Ag-positive) Milzzellen mit Myelomzellen zu fusionie-
ren. Hierbei wurde eine Zellmenge von 1,5 X 10° Milzzellen und

3 x 10° Myelomzellen eingesetzt.

Versuche mit der Objekttrdgerkammer =zeigen ebenfalls, daf3 das
scaling-down in der Elektrofusion nicht mit einem Abfall in der
Fusionseffizienz einhergeht. Obwohl der Kammertyp erheblich von
der Plattenversion abweicht (inhomogene Feldbedingungen!), liegen
die damit erzielten Fusionsfrequenzen in denselben Grofenordnun-
gen wie jene, die mit der Plattenkammer erzielt wurden bzw. lie-
gen noch iiber diesen (s. Abb. 20).

Die Zelldichte muBte jedoch fiir diese Versuche um den Faktor 10
reduziert werden, um eine gute mikroskopische Beobachtbarkeit zu
gewdhrleisten. _
Aufgrund einiger Nachteile (Sterilitdtsprobleme, Verluste beim
Bergen der Zellen) wurde der Typ der Objekttrdger-Fusionskammer

jedoch nicht in groferem MafRstab bei den nachfolgenden Fusionen

mit reduzierter Zellzahl eingesetzt.
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Die Fusionsexperimente mit der Mdanderkammer nach KATENKAMP waren
zwar insofern erfolgreich, daB im Mikroskop Zellfusionen statt-
fanden, aber andererseits resultierten aus diesen Versuchen keine
Klone. Aufgrund der ungiinstigen Kammergeometrie (zu geringe
Elektrodenschichtdicke in Relation zum Zellradius) muBten relativ
hohe Feldstdrken eingesetzt werden, damit es zur Membranfusion an
den Kontaktstellen der dielektrophoretisch gesammelten Zellen kam
(s.Tab.9). Daraus folgten wahrscheinlich in grd&ferem Ausmaf ir-
reversible Membranschiddigungen. Zu umgehen wire dieser negative
Effekt durch Veridnderungen in der Gestaltung der Kammer durch
Einarbeiten von Vertiefungen zwischen den Elektrodenkdmmen in den
Ausmafen des Zellradius, um die Zellen optimal im elektrischen
Feld zu positionieren.

{lber erfolgreiche Hybridisierungen mit Hilfe von Fusionskammern
vom M3andertyp berichteten bisher nur FORSTER und EMEIS (1985)
mit Hefeprotoplasten sowie KATENKAMP et al. (1989) mit Protopla-
sten des Pilzes Trichoderma reesei. In der Literatur zur Elektro-
fusion von 1lymphoiden Zellen wurde die Verwendung der Mdander-
kammer noch nicht beschrieben. Hier dominiert neben dem Typ der
Plattenkammer (KARSTEN et al. 1985, ABEL et al. 1986, MANGOLDT et
al. 1987, FORTIER et al. 1988, SEIDEL und FIEBIG 1989b, KATENKAMP
et al. 1989, VAN DUIJN et al 1989, BLANCHER et al. 1991) die
Helixkammer nach SCHNETTLER et al. (1984). Sie wurde mit Erfolg
von VIENKEN und ZIMMERMANN (1985), TSONEVA et al. (1988), FOUNG
und PERKINS (1989), SCHMITT et al. (1989a), TALBOT und HALLEE
(1989), ZIMMERMANN et al. (1990) sowie von FOUNG et al. (1990)
zur Herstellung sowohl muriner als auch humaner Hybridome ein-
gesetzt. Daneben haben noch die BTX-Kammer in Koaxial-Bauart
(GLASSY und HOFFMANN 1985, PRATT et al. 1587, PAQUE und MILLER
1989) sowie die Objekttragerkammer mit parallel gespannten Pla-
tindrihten (BISCHOFF et al. 1982, GRAVEKAMP et al. 1985) eine
gewisse Bedeutung erlangt. Etwas von den iblichen Typen abwei-
chende Kammerkonstruktionen sind die auf einer modifizierten
FeinmeBschraube beruhende Kammer nach GLASER et al. (1989%a,
1989b) und die Fusionskammer nach TAKAHASHI et al. (1990), bei

welcher eine Kombination von Plattenelektrode und abgerundeter

Stabelektrode vorliegt (inhomogene Feldbedingungen) .

Optimierung innerhalb des Prozesses Hybridomtechnik orientiert
nicht nur auf eine hohe absolute, sondern vor allem auf eine hohe

spezifische Fusionsfrequenz. Um diese zu erhodhen, sind prinzi-
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piell zwei Wege gangbar. Der erste verlduft liber eine Effektivie-
rung der Immunisierung, d.h. der Anteil Ag-positiver B-Zellen
innerhalb der Gesamtmilzzellpopulation wird dadurch erhdht, daf
es zu einer verstdrkten klonalen Expansion in den lymphoiden
Organen kommt. Diese Art der Effektivierung kann z.B. lber eine
gezielte Hyperimmunisierung, liber adoptiven Transfer von Milzzel-
len (FOX et al. 1984) oder iber neue Applikationstechniken (z.B.
intralienal, SPITZ et al. 1984) erreicht werden.

Der zweite Weg setzt zeitlich spadter, nach der Immunisierung, an
und beruht auf einer Anreicherung der Ag-reaktiven Zellen durch
verschiedene Manipulationen vor der Zellfusion.

Zur zweiten Variante gehdrt die rezeptorvermittelte Elektrofusion
nach LO et al. (1984), die von mehreren Autoren eingesetzt und
auch variiert wurde. In der Originalversion werden die Myelomzel-
len Biotin-markiert und die Milzzellen mit einem Antigen-Avidin-
Konjugat inkubiert. AnschlieBend werden die Fusionspartner zusam-
men inkubiert und ohne DE durch elektrische d.c. Impulse fusio-
niert. Die damit erreichte FF, betrug 100 %. Diese Ag-spezifische
zytoadhdrenz und Fusion lieB sich auch im PEG-System nachweisen
(REASON et al. 1987) sowie mit der Methode der Laser-Fusion
(WIEGAND et al. 1987). Auch in einer neueren Arbeit (TOMITA und
TSONG 1990), in welcher mit dieser Avidin-Biotin-Technik verfah-
ren wurde, bestidtigte sich die Erh&hung des Anteils von Ag-posi-
tiven Hybridomen.

Die hier vorliegenden Ergebnisse belegen eine deutliche Steige-
rung der FFg um mehr als das Dreifache, erreichen jedoch nicht
den Maximalwert von 100 % (Abb.21B). Das 1l&Bt sich einmal durch
unspezifische Bindungen des IgD-Avidin-Konjugates auch an andere,
nicht Ag-positive B-Lymphozyten erkldren, =zum anderen ist 1in
Betracht zu ziehen, daB es auch zu Spontanfusionen im Zellgemisch
kommen kann bzw. daB auch wdhrend der kurzen Zeitspanne von 1 s,
innerhalb derer die HF angelegt wurde, schon vereinzelt zur DE
kommen kann. In deren Folge werden dann auch solche Zellen fu-
sioniert, die nicht vorher immunchemisch gekoppelt wurden.

In der zweiten Version, der Avidin-Biotin-Briickentechnik nach
WOJCHOWSKI und SYTKOWSKI (1986), ist der chemische Konjugations-
schritt ersetzt worden durch die vorhergehende Biotinylierung des
Antigens. Das spezifische Adhdrieren der beiden Zelltypen wird
dann durch die Bindung Vvon Streptavidin an sowohl die biotiny-
lierte Myelomzelle als auch an das biotinylierte Antigen reali-

siert, welches wiederum an das Oberfldchen-Ig des spezifischen
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Lymphozyten bindet. Die mittels dieser Modifikation erzielte FFg
lag ebenfalls bel 100 %.

Im Unterschied dazu konnte aus den hier vorgelegten Ergebnissen
nicht auf eine Erhdhung der FF, unter Anwendung dieser Methode
geschlossen werden, sondern es kam zu einer geringfiligigen Ver-
ringerung. Obwohl die Biotinmarkierung sowohl der Myelomzellen
als auch des Antigens erfolgreich nachgewiesen werden konnte, kam
es offenbar nicht zu einer bevorzugten Fusion der Ag-positiven
Milzzellen. Der Grund dafiir ist unklar, liegt aber mdglicherweise
darin, daB durch die Modifikation des Antigens mit Biotin auch
IgE-spezifische Epitope so verdndert wurden, daB sie nicht mehr

von den IgE-spezifischen Lymphozyten erkannt werden konnten.

Bereits von den beschriebenen Avidin-Biotin-Methoden zur Ag-spe-
zifischen Kopplung waren es BANKERT et al. (1980) sowie KRANZ et
al. (1980), die Versuche zur Ag-spezifischen Zellfusion vornah-
men. Ersteren gelang es, das entsprechende Ag bzw. Hapten in die
Membran der Myelomzellen einzubauen, ohne daf deren Vitalitat
beeinfluBt wurde. Nach Koinkubation dieser Zellen und Milzlympho-
zyten einer mit dem entsprechenden Ag (Dextran bzw. Phthalat-KLH)
immunisierten Maus konnten (ohne PEG oder andere Fusogene!)
Hybridome gewonnen werden. Dabei lag die FFg um den Faktor 3,1
bis 4,6 hoher als bei den Vergleichsfusionen mit PEG. KRANZ et
al. (1980) beschreiben einen ihnlichen Fusionsansatz: FITC-mar-
kierte Myelomzellen wurden mit Milzzellen von Midusen, die nit
FITC-KLH immunisiert worden waren, koinkubiert und anschliefend
nach Standardvorschrift mittels PEG fusioniert. Der Anteil FITC-
positiver Klone stieg gegeniiber Kontroll-PEG-Fusionen um das
2,5fache. BLANCHER et al. (1991), die im Prinzip das gleiche
Modell nutzten (FITC-markierte Myelomzellen und mit FITC-BSA
immunisierte Maus-Milzzellen), aber mit elektrischen Feldimpulsen
statt mit PEG fusionierten, stellten hingegen keinen Effekt auf
die FF, fest (46 % positive Klone beim Immunotargeting, 45 % beil

den Fusionen ohne Haptenisierung der Myelomzellen).

Eine modifizierte Variante der Rezeptor-vermittelten Elektrofu-
sion mit Lektinen stellen FORTIER et al. (1988) vor. Das von
ihnen verwendete Ag, Mannoproteine aus Candida albicans, besitzt
genauso wie die SP2/0-Agl4 Myelomzellen Bindungsstellen fir Con
A. Tn Vorbereitung der Ag-spezifischen Fusion wurden die Myelom-

zellen in Con A und die Milzzellen des immunisierten Tieres 1in
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der entsprechenden Ag-L&sung inkubiert. Nach demnm Vermischen der
peiden Zellsuspensionen bildeten sich, vermittelt durch Con A4,
zellpaare zwischen SP2/0 und denjenigen Lymphozyten aus, die das
Ag gebunden hatten. Die spezifische Fusionsfrequenz lag nur bei
24 %, was darauf hindeutet, daB durch das Lektin auch ohne Ver-

mittlung des Antigens Myelomzell-Milzzell-Paare entstanden sind.

BARALD und WESSELS (1984) fraktionierten Milzzellen von mit Neu-
ronen aus dem Ciliarganglion immunisierten Mdusen auf der Grund-
lage ihrer Adhdsivit&dt gegeniiber einer Kultur der zur Immunisie-
rung verwendeten Zellen. Nach PEG-Fusion der einzelnen Milzzell-
populationen ergab sich, dabB die Teilfusionen mit den am stark-
sten adhirierenden (nur mit Trypsin wieder abldsbaren) Lympho-
zyten die hochste FFg und diejenigen mit nicht adhdrierenden

Lymphozyten die mit Abstand niedrigste FFg aufwiesen.

Im Gegensatz zu den bisher angefiihrten Methoden zur Priselektie-
rung von Milzzellen stellen OSSENDORP et al. (1989) eine "post-
fusion" - Methode zur Anreicherung von Ag-spezifischen Hybridom-
sellen vor. Dabei wurden die Zellen nach der (PEG-) Fusion nicht
ausplattiert, sondern 1in HAT-Medium in eine 75 cm? - Flasche
ausgesdt. Aus diesem Zellpool wurden anschlieBend mit Hilfe von
Ag-beschichteten magnetischen Beads (Dynal) diejenigen Zellen
separiert, die Ag-positiv waren. Dabei gelang den Autoren eine
300fache Anreicherung von antigenspezifischen Zellen. Prinzipiell
wire diese Methode auch als ein Priselektionsschritt einsetzbar,
um eine fast 100%ig Ag-positive Lymphozytenpopulation fur die
7ellfusion zur Verfiigung zu haben.

In diese Denkrichtung ordnen sich auch die hier vorgestellten
Ergebnisse von Elektrofusionen mit FACS-sortierten Milzzellen ein
(3.5.4.), wobei das Modell insofern etwas vereinfacht wurde, als
daB das Ag selbst (R-PE) aufgrund seiner Fluoreszenzeigenschaften
nach seiner Bindung an Ag-positive Milzzellen detektiert werden
konnte und nicht erst (fluoreszenz—)markiert werden mufte.

Die Tatsache, daf nicht alle auf diese Art hergestellten Klone an
R-PE banden, 1dBt sich einmal damit begriinden, daf die gewdhlten
Sortierbedingungen peziiglich der Rotfluoreszenz keine 100%ig
reine Zellpopulation ergeben konnten, sondern diese sicher auch
nichtfluoreszierende B-Lymphozyten enthielt. Zum anderen Kkonnen
auch infolge friihzeitiger Cchromosomensegregation Klone die Fahig-

keit zur AK-Synthese bzw. -Sekretion verloren haben, was dann
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insgesamt die FF, reduziert. Die ermittelte Steigerung der FFg
um den Faktor 8,1 gegeniiber einer Kontrollfusion ohne Prdase-
lektion beweist jedoch die prinzipielle Eignung der FACS-Sortie-
rung zur Effektivierung der Hybridomtechnik, vor allem 1in Ver-
bindung mit der durch die Elektrofusion ermdglichten MaBstabs-
verkleinerung im Fusionsansatz. Prinzipiell ist dieser Ansatz
auch auf nicht primdr fluoreszierende Antigene ausdehnbar, z.B.
durch deren FITC-Markierung.

Die aus diesen Experimenten hervorgegangenen mAK BL-PE/20 und BL-
PE/34 waren einerseits in Form von PE-anti-PE-Komplexen in Ana-
logie zur PAP-Technik nach STERNBERGER (1974) zur Markierung und
Doppelmarkierung von Humanleukozyten mittels muriner Erstanti-
kdrper, in dhnlicher Art und Weise wie von GUY et al. (1988) und
WOGNUM et al. (1987) beschrieben, geeignet. Andererseits konnten
die entsprechenden Hybridomzellen, da diese selbst R-PE banden,
aufgrund ihrer Rotfluoreszenz leicht detektiert werden, was sich
in weiteren Fusionsexperimenten zur Herstellung von Hybrid-Hybri-

domen als sehr vorteilhaft erwies (s. 3.6.).

Die Herstellung solcher Hybrid-Hybridome war Inhalt einer Reihe
von Fusionsexperimenten, die die M&glichkeiten der Elektrofusion
auch auf diesem Gebiet sondieren sollten. Selektionsstrategie war
die Sortierung der doppeltfluoreszierenden Zellhybride nach der
Fusion, basierend auf der Komplementierung von Fluoreszenzeigen-

schaften der markierten Parentalzellinien (Doppelfluoreszenz nach
KARAWAJEW et al. 1987, KARAWAJEW et al. 1988, KOOLWIJK et al.

1988, SHI et al. 1991) .

Der eigentliche Vortell des Versuchsansatzes besteht darin, daB

einerseits die Markierung des Fusionspartner Anti-R-PE senhr ein-

fach durch die Inkubation der Zellen 1in einer R-PE-Ldsung reali-

sierbar ist, andererseits die resultierenden bispezifischen AK

auf die gleiche Art und Weilse R-PE-markiert werden konnen, ohne

daf eine kovalente Bindung notwendig ist. Der zweite Fusionspart-

ner (Hybridom mit Spezifitat gegen Lymphozyten-Membran-Ag) konnte

ebenfalls relativ einfach FITC-markiert werden, entweder in einer

7weischritt-Technik nach Biotinylierung der Membranproteine und

nachfolgender Inkubation in Avidin-HRP, oder in einer Einschritt-

Technik mit ZAM-FITC (Markierung des Membran-Ig der Hybrldomzel—

len) .

Als besonders giinstig erwies sich auch, daB bereits die ungerei-

nigten 7ellkulturiiberstdnde der Hybrid-Hybridome die Doppelspezi-
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fitdt aufweisen und fir entsprechende Fluoreszenzmarkierungsver-
suche geeignet sind. Offenbar reicht der Anteil der "echten"
Hybridmolekiile, der nur einen geringen Anteil neben den anderen,
durch Leicht-/Schwerkettenkombinationen beider Spezifitaten ent-
standenen Molekiilen aus, um im Test auf Bispezifitdt (Zellober-
fldchen-Ag / Tetradom-Uberstand / R-PE-Ldsung) nachgewiesen 2zu
werden. In der Regel miissen die bispezifischen AK erst aus der

Mischpopulation isoliert werden.

Wie die Abbn. 26 und 27 zeigen, lassen sich insbesondere die
bispezifischen mAK BL-T.B2 und BL-T.D6 (Anti-IgM x Anti-R-PE) in
Kombination mit direkt FITC-markierten T-Zell-Ak gut flir Doppel-
markierung humaner PBL einsetzen, wdhrend der mAK T.D1l1 (Anti-CDS8
x Anti-R-PE) diesbeziiglich weniger geeignet ist. Moglicherweise
ist hier der Anteil echter bispezifischer AK im Zellkulturiber-
stand zu gering und die inhibitorische Wirkung der monospezifi-
schen mAK, die aufgrund ihrer Bivalenz eine hdhere Affinitat zum
CD8-Epitop haben , tritt stdrker in Erscheinung als bei den erst-

genannten Hybrid-Antikdrpern.

Neben der traditionellen Anwendung bispezifischer mAK in der
Immunhistochemie (MILSTEIN und CUELLO 1983, SURESH et al. 1986,
KENIGSBERG et al. 1990) und beim Aufbau von Enzymimmunassays
(KARAWAJEW et al. 1987, TAKAHASHI und FULLER 1988, GOROG et al.
1989, KARAWAJEW et al. 1988, DE LAU et al. 1989, TADA et al.
1989) treten in letzter Zeit auch andere Anwendungsgebiete in der
medizinischen Grundlagenforschung in den Vordergrund. Die Beglin-
stigung der Fibrinolyse durch AK mit der Doppelspezifitat filr
Fibrin und Plasminogenaktivatoren (KUROKAWA et al. 1990), das
Targeting von T-Zell-Effektormechanismen gegeniiber Tumorzellen
vermittels bispezifischer AK mit Bindungsstellen fur T-Zell-Anti-
gene und Tumor-assoziierte Epitope (STAERZ und BEVAN 1986, MOLLER
und REISFELD 1991, GARCIA DE PALAZZO et al. 1990, VAN DIJK et al.
1991, DEMANET et al. 1991) und die T-Zell-Aktivierung iliber einen
Hybrid-AK (anti-CD3 x anti MHC class I) in Abwesenheit eines
zweiten Signals (ROOSNEK et al. 1990) stehen dafur als Beispiele.
Klinische Bedeutung konnten u.a. auch solche bispezifischen AK
gewinnen, die im Sinne von Immuntoxinen neben der Spezifitdt fiir
ein Tumor-assoziiertes Ag Pharmaka wie Methotrexat (PIMM et al.
1990), Vinblastin (SMITH et al. 1990), die A-Kette dés Ricin-
Toxins (EMBLETON et al. 1991) oder ein radioaktiv markiertes



96

Chelat (BOSSLET et al. 1991) binden konnen. Einen gentechnisch
hergestellten bispezifischen mAK (Transfektom-AK) mit Bindungs-
stellen filir CD3 einerseits und das HIV-Ag gpl20 andererseilts
(variable Region ersetzt durch CD4-Sequenzen), der die effektive
Lyse der infizierten 2Zellen durch CD8-Lymphozyten vermittelt,
stellten BERG et al. (1991) vor.

Die hier vorgestellten Tetradome mit Doppelspezifitdt flr R-PL
und Lymphozytenmembran-Ag sind in zweierlei Hinsicht von Interes-
se. Erstens gibt es bislang keine Angaben in der Literatur da-
riiber, daBR Hybrid-Hybridome auf dem Wege der Elektrofusion her-
gestellt worden sind. Zweitens wurde mit den vorgestellten AK die
M&glichkeit gegeben, mittels immunologischer Kopplung des Fluoro-
chroms unter Umgehung der chemischen Konjugation bestimmte Lym-
phozytenmembran-Ag mit R-PE zu detektieren und u.a. auch Doppel-

markierung von Zellpopulationen zu realisieren.

Fiir das Humansystem ist in vielen F&dllen die Elektrofusion die
Methode der Wahl, da hier bei Einsatz nur sehr geringer Zellzah-
len sehr hohe Fusionsfrequenzen erforderlich sind. Z.B. erreich-
ten FOUNG et al. (unter hypoosmotischen Bedingungen) eine Fu-
sionsfrequenz von 5 X 1073, d.h. die Fusion von nur 1000 EBV-
transformierten B-Zellen ergab 5 vitale Human-Hybridome. Der
Anteil der Ag-positiven Lymphozyten innerhalb der PBL wird meist
relativ niedrig liegen, so daB erst Anreicherungsschritte lber
den FACS oder die Magnetbead-Technik vorgeschaltet werden miissen.
Diese Separationen, wie auch die In-vitro-Immunisierung als Al-
ternative resultieren aber letztlich, verglichen mit der Lympho-
zytenpopulation der Mausmilz, in kleinen verfligbaren Zellmengen.

Diese miissen dann sehr effektiv weiterverarbeitet werden.

7usammenfassend ist festzustellen, daf die Elektrofusionsmethode
fiir die Hybridomtechnik eine wesentliche methodische Bereicherung
darstellt. In einigen Anwendungsbereichen wie der Fusion kleiner,
priaselektierter zellpopulationen, ist sie die Methode der Wahl.
Dariiber hinaus liegen ihre Vorteile im Vergleich mit der PEG-
vermittelten Zellfusion in den unter optimalen Bedingungen hohe-
ren Fusionsfrequenzen sowie - aufgrund der Unabhéngigkeif von
pestimmten Chargen chemischer Substanzen - in ihrer besseren

Standardisierbarkeit und Zuverldssigkeit.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Méglichkeiten
der durch elektrische Feldimpulse vermittelten Zellfusion fir die
methodische Optimierung und Erweiterung der Hybridomtechnik zu
analysieren. Zu diesem Zweck wurden parallel Fusionsexperimente
mit der herkdmmlichen, PEG-vermittelten Hybridisierungsmethode
durchgefiihrt und beziglich der Fusionsfrequenzen ausgewertet.
Damit sollte die Effizienz der Elektrofusion im Vergleich zur
PEG-Fusion bestimmt werden. Die Versuche zur Elektrofusion wurden
in einzelne Teilfusionen aufgeteilt, in welchen einige als we-
sentlich erachtete Parameter gezielt variiert wurden. Die Analyse
der dadurch erzielten Effekte sollte eine Aussage uber die Wer-
tigkeit der einzelnen Parameter ermdglichen und damit 2zu einem
Fusionsprotokoll, welches filir die Herstellung muriner monoklo-
naler Antikdrper optimale Vorgaben enthalt, fiihren. Weiterhin
sollte eine MaRstabsverkleinerung des Systems erreicht werden, um
in weiterfiihrenden Versuchen mit geringen Zellzahlen arbeiten zu
kénnen. Zu diesem Zweck wurden auch prinzipiell unterschiedlich
aufgebaute Elektrodenkammern in die Versuchsreihen aufgenommen.

Um nicht nur die absolute Fusionsrate zu erhdhen, sondern auch
die spezifische, wurden zwei Strategien verfolgt. Die erste be-
stand in der rezeptorvermittelten Elektrofusion in Kombination
mit der Avidin-Biotin-Technik, die sweite in der Praselektion der
Antigen-positiven Lymphozyten aus der Milzzellpopulation mit
Hilfe der automatischen Zytofluorimetrie. In Weiterfihrung dieser
Experimente war auch der Einsatz der fluoreszenzaktivierten Zell-
sortierung nach der Elektrofusion von Hybridomzellen verschie-
denen Spezifitaten (Hybrid-Hybridome) vorgesehen, wobel eine
Valenz der bispezifischen Antikorper ein fluoreszierendes Antigen
(R-Phycoerythrin) binden sollte. Die sich daraus ableitenden
Mdéglichkeiten der Detektion von Zellmembran-Antigenen als Alter-
native 2zu den Verfahren mit Antikdrper-Fluorochrom-Konjugaten

sollten in Markierungs- bzw. Doppelmarkierungsexperimenten auf-

gezeigt und eingeschatzt werden.
In Auswertung der Fusionsexperimente erwies sich die absolute

Fusionsfrequenz bel den Elektrofusionen um den Faktor 5,76 (be-
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zogen auf Anzahl eingesetzter Myelomzellen) bzw. um den Faktor
13,58 (bezogen auf Anzahl eingesetzter Milzzellen) hodher als bei
den vergleichbaren PEG-Fusionen.

Die lineare Korrelation (signifikant bei p = 0,05) 2zwischen den
Fusionsfrequenzen der Jjeweils parallel durchgefiihrten PEG- und
Elektrofusionen weist darauf hin, daB filir den Erfolg beider Me-
thoden ein oder mehrere gemeinsame Parameter entscheidend sind.
Es ist sehr wahrscheinlich, daB diese limitierenden Grdfen ent-
weder in den allgemeinen Zellkulturbedingungen (u.a. bestimmt
durch Art des Kulturmediums, Wasser, FKS-Charge, Feederzellayer)
und/oder in der Qualitdt der zur Fusion eingesetzten Zellen lie-
gen. Dabei 1ist 1letztere mit unseren Methoden (Trypanblau-
Vitalitdtstest, mikroskopische Bestimmung des Blastenanteils)
nicht erfaBbar gewesen. Hingegen ist eine Beeinflussung der abso-
luten Fusionsfrequenz duch die Faktoren Zellkulturmedium und
Feederzellen deutlich nachweisbar. Bei Verwendung von
kryokonservierten Milzzellen fiir die Elektrofusion ist durch eine
Anreicherung der 1lebenden mononukledren Zellen mittels
Dichtegradientenzentrifugation eine Verbesserung zu erreichen.
Keinen oder einen nur unbedeutenden Effekt auf die Fusionsfre-
quenz (gemessen als Anzahl der Hybridome pro Anzahl eingesetzter
7Zellen) haben das numerisches Verhdltnis der Fusionspartner und die

proteolytische Vorbehandlung der Myelomzellen.

Die Parameter der Elektrofusion selbst, i.e.S. die des angelegten
Wechselfeldes zum Erreichen der Dielektrophorese und des appli-
zierten Gleichstromimpulses fiir das reversible elektrische Break-
down sind in ihrer Bedeutung fiir den Fusionserfolg differenziert
zu betrachten. Fiir die Frequenz des Wechselfeldes wurde ein Opti-
mum von 2 MHz festgestellt. Die Zeitdauer des Anlegens der Di-
elektrophoresespannung ist innerhalb des Bereiches von 5 - 20 s
nicht kritisch, es besteht aber mit der Verldngerung der Zeiten
ein Trend zur negativen Korrelation mit der absoluten Fusions-
frequenz. Feldstdrken grdfer als 800 V/cm fir das Wechselfeld
bewirken einen deutlichen Riickgang der Fusionsfrequenz.

Fiir den Gleichstromimpuls ist der Wert der Zeitdauer 1im unter-
suchten MeBbereich von 0,7 bis 15 us keine die absolute Fusions-

frequenz determinierende GréRe. Hingegen wurde filir die Feldstdrke
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des Impulses eine signifikante negative Korrelation (p=0,05) 2zur
Fusionsfrequenz innerhalb der untersuchten Werte von 4,2 bis 10
kV/cm festgestellt. Die ein- oder mehrmalige Wiederholung der
Pulsapplikation filhrte zu keiner Verbesserung der Fusionsef-
fizienz, sondern im Gegenteil 2zu einer geringfigigen Reduzierung,
die wahrscheinlich die Folge von Temperaturerhdhung im System mit

nachfolgender Zellzerstorung ist.

Sowohl eine Reduzierung des Suspensionsvolumen unter Nutzung der
Standard-Plattenkammer bei konstanter Zelldichte, als auch die
Nutzung eines anderen Kammertyps (Objekttrdger-Kammer) erlaubten
eine MaBstabsreduzierung bis zu einer Gesamtzellzahl von 5 X 107°
bzw. bis zu 1 x 107 2. Damit ist die erfolgreiche Fusion von re-
lativ geringen Zellzahlen, etwa nach FACS-Sortierung und dhnli-
chen Priselektionsschritten mdéglich, was besonders im Hinblick
auf Human-Hybridome wesentlich ist.

Elektrofusionen mit der Mdanderkammer waren insofern erfolglos,
als daB aus den Fusionsprodukten keine vitalen Hybridome auf-
wuchsen; die noch nicht ausgereifte Konstruktion der Kammergeo-
metrie fiihrte wahrscheinlich zu einer nicht ausreichenden pri-

maren Fusionsfrequenz.

Die Versuche zur Erhdhung der spezifischen Fusionsfrequenz durch
antigenspezifische Zytoadhdrenz und nachfolgende Elektrofusion
waren in einem Fall (mit einem Ag-Avidin-Konjugat) erfolgreich:
Der Anteil Ag-spezifischer Klone war um das mehr als 3fache er-
hdht. In den Experimenten unter Nutzung der Avidin-Biotin-
Briickentechnik konnte hingegen keine erhohte Rate an "positiven"
Klonen festgestellt werden.

FACS-sortierte Milzzellen einer immunisierten Maus, die das fluo-
reszierende Antigen R-Phycoerythrin (R-PE) gebunden hatten, wur-
den mittels Elektrofusion im kleinen MaBstab mit P3-X63Ag8.653-
Myelomzellen fusioniert. Der Anteil der Ag-bindenden Hybridome an
der Gesamtzahl der entstandenen Klone betrug 59,1 %. In Relation
sur Kontrollfusion mit nicht-sortierten Milzzellen lag damit die
spezifische Fusionsfrequenz um mehr als das 8fache hoher. Diese
Methode k&nnte in dieser (etwa unter Anwendung FITC-markierter

Antigene) oder in abgewandelter Form (z.B. bei Nutzung der
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Magnetbead-Technik) zu einer realen Effektivierung der Hybridom-
technik beitragen.

Das aus dieser antigenspezifischen Fusion hervorgegangene, fur
das Fluorochrom R-PE spezifische Hybridom H-BL-PE/34 wurde mit
anderen Hybridomen elektrofusioniert, die Spezifitdaten fir humane
Lymphozyten-Membranantigene besaBen. Fiir die Selektion der bi-
spezifische monoklonale Antikdrper produzierenden Hybridhybridome
wurde die Doppelfluoreszenz der Fusionsprodukte ausgenutzt, nach-
dem die Fusionspartner mit R-PE bzw. FITC-markiertem Anti-Maus-
Immunglobulin markiert worden waren.

Zwei Hybrid-Hybridome mit einer Doppelspezifitdt gegen R-PE und
humanes IgM sowie ein Hybrid-Hybridom mit Doppelspezifitdat gegen
R-PE und das humane CD8-Antigen konnten etabliert werden. Dabei
konnte die Bispezifitdt der Antikdrper schon im Zellkulturiiber-
stand ohne Abtrennung der anderen Antikodrpervarianten nachgewie-
sen werden. Diese bispezifischen Antikdrper konnten erfolgreich
fiir Doppelfluoreszenz-Experimente in Kombination mit direkt FITC-
markierten Antikdrpern gegen das zweite nachzuweisende Membran-
antigen eingesetzt werden. Sie stellen somit eine glinstige Alter-

native zu direkt PE-markierten Antikorpern dar.

Die wichtigsten Ergebnisse der Arbeit sind gleichsam Argumente
fiir den verstirkten Einsatz der elektrisch vermittelten Zell-
fusion fiir die Herstellung monoklonaler Antikdrper. Hohere abso-
lute Fusionsfrequenz, Standardisierbarkeit zumindest der elektri-
schen Fusionsparameter, die M8glichkeit der Fusionierung kleine-
rer Zellmengen, der favorisierte Einsatz bei Antigen-spezifischen
Fusionen und nicht zuletzt die unmittelbare mikroskopische Kon-
trolle des Fusionsprozesses sind die Vorteile der Elektrofusion,

die deren Bedeutung fiir die Hybridomtechnik belegen.
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Die Hybridomtechnik hat in der biomedizinischen Grundlagenfor-
schung weitverbreitete Anwendung gefunden. Neben die traditionel-
len Anwendungsbereiche fiir Antikorper in der Diagnostik tritt in
zunehmendem MaBe die therapeutische Nutzung monoklonaler Anti-
kérper auf dem Gebiet der Immuntherapie von Tumoren und der
Immunsuppression nach Organtransplantationen.

Aus der Bedeutung, die die monoklonalen Antikérper in diesem
Zusammenhang gewonnen haben, resultiert das Interesse an der
Verbesserung und Effektivierung ihrer Herstellung und damit ver-
bundener methodischer Erweiterungen. Das trifft auch auf Entwick-
lungen zu, welche die Basismethode der Hybridomtechnik, die
Fusion von antikdrperproduzierenden Zellen mit Zellen einer per-
manent wachsenden Linie, betreffen. Eine der innovativen Methoden

ist die durch elektrische Feldimpulse vermittelte Zellfusion.



Die

Versuche, auf denen die vorliegende Dissertation basiert,

wurden vor dem Hintergrund eines relativ breiten Meinungs-
spektrums bezliglich der Parameter, die bei der Elektrofusion

lymphoider Zellen als wesentlich bzw. limitierend angesehen wer-

den,

und in der Absicht, die methodischen M&glichkeiten der

Elektrofusion auszuschdpfen, durchgefiihrt.

1.

Die Technik der elektrisch vermittelten Zellfusion ist eine
Alternative zur Herstellung von Lymphozyten-Hybridomen. Diese
Hybridome unterscheiden sich von den mittels chemischer oder
viraler Fusogene erzeugten Hybridzellklonen prinzipiell
nicht. Aufgrund der Tatsache, daB bei der Elektrofusion der
toxische EinfluB des Polyethylenglykols eliminiert ist, be-

ginnt die Proliferation bereits zu einem friiheren Zeitpunkt.

Unter Verwendung des Standardprotokolls filir Elektrofusions-
experimente, welches die dielektrophoretische Sammlung der
zu hybridisierenden Zellen in einem hochfrequenten elektri-
schen Wechselfeld, die Applikation eines Gleichstromimpulses
bestimmter Spannung und Zeitdauer zum Erreichen des elektri-
schen Breakdown und eine nachfolgende 2zweite Zuschaltung der
Hochfrequenz umfaBt, lassen sich mit guter Reproduzierbar-

keit murine Hybridome erzeugen.

In einer Serie von Elektrofusionen (n = 59) 2zur Herstellung
von murinen Hybridomen wurde die mittlere absolute Fusions-
frequenz als Ausdruck der entstandenen Hybridzellklone je 10°
eingesetzter Zellen mit 3,74 bzw. 4,87 (bezogen auf Myelom-
bzw. Milzzellen) ermittelt. Maximalwerte waren 16,85

Klone/lo5 Myelomzellen und 8,70 Klone/lo5 Milzzellen.



4. Parallel durchgefiihrte Experimente (n = 33), in denen glei-
ches Zellmaterial mit Polyethylenglykol (PEG) bzw. mnit
elektrischen Feldimpulsen fusioniert wurde, ergaben signifi-
kant hohere absolute Fusionsfrequenzen bei den Elektrofu-
sionen. Der Steigerungsfaktor betrug im Mittel 5,8 unter 2zu-
grundelegung der Anzahl eingesetzter Myelomzellen bzw. 13,6
bezogen auf die Anzahl eingesetzter Milzzellen.

5. Die signifikante Korrelation, die zwischen den Werten fiir die
absolute Fusionsfrequenz bei Elektro- bzw. PEG-Fusion in den
Parallelexperimenten festgestellt wufde, weist auf die Ab-
hdangigkeit dieser GréBe von einem gemeinsamen Systemparameter
hin. Dieser ist entweder innerhalb der allgemeinen Zellkul-
turbedingungen oder in den 2zur Fusion eingesetzten Zellen

beiden Typs zu suchen.

6. Unter den Parametern, die nicht die elektrische Behandlung
der Zellsuspension selbst betreffen, haben Qualitat des
"feeder cell layer" und der Typ des Zellkulturmediums wdhrend
der Selektion entscheidenden EinfluB auf den Fusionserfolg.
Eine der Fusion vorhergehende Separierung der mononuklearen
Zellen aus der Gesamtmilzzellpopulation beeinfluBt hingegen

die absolute Fusionsfrequenz nur unwesentlich.

7. Kein Effekt auf die Fusionsfrequenz ist beli Variation peri-
pherer Gréfen wie dem numerischen Zell-Zell-Verh&dltnis und
bei proteolytischer Vorbehandlung der Zellen feststellbar.
Auch fiir Parameter der Fusionspartner selbst wie die Vitali-
tit der Myelomzellsuspension und der Anteil von Blasten
innerhalb der Milzzellpopulation konnte kein direkter Zusam-

menhang mit der absoluten Fusionsfrequenz nachgewiesen wer-

den.



8.

10.

11.

12.

Die Dielektrophorese ist Voraussetzung fiir eine erfolgreiche
Elektrofusion nach dem Standardverfahren. In diesem Zusammen-
hang sind Frequenz und Stdrke des Wechselfeldes wesentliche
Gréfen innerhalb des Gesamtprozesses. Feldstidrken iiber 800
V/cm sowie Frequenzen unterhalb 1 MHz bewirken eine drasti-
sche Reduzierung der absoluten Fusionsfrequenz, wihrend die

Zeitdauer des Anlegens der Dielektrophoresespannung eine
geringere Bedeutung hat.

Innerhalb des Bereiches von 4,2 bis 10,0 kV/cm besteht eine
signifikante negative Korrelation zwischen Feldstidrke des
fusionsinduzierenden Gleichstromimpulses und absoluter Fu-
sionsfrequenz. Die Zeitdauer des Impulses ist im untersuchten
Mefbereich von 0,7 bis 15,0 us keine die absolute Fusions-
frequenz determinierende GroBe; die wiederholte Applikation

des Impulses fiihrt zu keiner Steigerung der Fusionsrate.

Eine MaRstabsverkleinerung der Elektrofusion im Sinne einer
Reduktion der eingesetzten Zellzahl bis auf 1 bis 5 x 10° ist
sowohl durch Verringerung des Suspensionsvolumens als auch
durch den Einsatz einer Mikrokammer ohne Absinken der

Fusionseffizienz realisierbar.

Es ist mdglich, die spezifische Fusionsfrequenz im Sinne
einer Anreicherung von antigenspezifischen Hybridomen mittels
Elektrofusion zu erhdhen. Experimente, die die Antigen-
vermittelte Zytoadhdrenz unter Anwendung des Avidin-Biotin-
Affinititssystems ausnutzten, fiihrten zu einer Steigerung der

spezifischen Fusionsfrequenz um den Faktor 3,5.

Fine alternative Variante der Antigen-spezifischen Zellfusion
stellt die Elektrofusion nach Sortierung der antigenbindenden
Milzzellen mit Hilfe des Fluoreszenz-aktivierten Zellsorters
(FACS) dar. Sie filihrte zu einer spezifischen Fusionsfrequenz

von 59,1 %, was gegeniiber dem Wert fir die parallel durch-

usion ohne Sortierung (7,3 %) eine Erhodhung

bedeutet.

gefiihrte Ko olX
2 Y 1
um den Faktor ‘8%



13.

14.

Bispezifische Antikdrper produzierende Hybrid-Hybridome k&n-
nen durch Elektrofusion von Hybridomzellen verschiedener
Spezifitdten hergestellt werden. Hybridhybridome mit Doppel-
spezifitdt gegen R-Phycoerythrin und Membranantigene von
Humanlymphozyten lassen sich iiber die Doppelfluoreszenz der

Fusionsprodukte nach Fluroreszenzmarkierung der Parental-
Hybridomzellen im Zellsorter selektieren.

Die von den Hybrid-Hybridomen H-BL-T.B2, H-BL-T.D6 und be-
dingt auch die von H-BL-T.D1ll1 sezernierten bispezifischen
Antikorper eignen sich zur fluoreszenzoptischen Detektion von
Membran-IgM bzw. dem CD8-Molekiil auf Humanlymphozyten mittels
R-Phycoerythrin. Sie sind bereits ohne Aufreinigung als Zell-
kulturiiberstdnde verwendbar und in Kombination mit direkt
markierten Antikorpern anderer Spezifitdt fiir Doppelmarkie-

rungen in Leukozytensuspensionen geeignet.



