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Beschreibung

[0001] Die vorliegenden Erfindung betrifft ein Ver-
fahren zur Herstellung einer permanenten humanen
Zelllinie, wobei isolierte primdre humane Zellen
gleichzeitig mit einer Sequenz, die die Expression
von mindestens einem Zell-transformierenden Faktor
erlaubt und einer Sequenz, die die Expression min-
destens eines rekombinanten Polypeptids erlaubt,
transfiziert werden.

[0002] Die Produktion von rekombinanten Polypep-
tiden fir therapeutische, diagnostische oder techni-
sche Zwecke in Zellkultur (in vitro) erfolgt in der Regel
in stabilen, dauerhaft oder permanent etablierten
Zelllinien, in denen die Nukleinsaure, die das Poly-
peptid codiert, in die chromosomale DNA der Zelle in-
tegriert ist (sog. Produktionszelllinie). Diese Produkti-
onszelllinien missen insbesondere zwei charakteris-
tische Eigenschaften aufweisen: erstens mussen sie
dauerhaft (permanent) in Zellkultur wachsen und ver-
mehrbar sein, und zweitens missen sie das Gen ex-
primieren, das das gewinschte Polypeptid codiert,
welches dann aus der Zelle oder aus dem Kulturtiber-
stand isoliert werden kann. Neben Bakterien, Hefen
und Pflanzenzellen werden insbesondere tierische
Zellen zur Produktion rekombinanter Polypeptide
verwendet. Etwa 60-70% aller therapeutischen Pro-
teine werden heute in Saugerzellen produziert
(Wurm, Nat. Biotechnology 22, 1393-1398, 2004).
Die Herstellung der Produktionszellen geht in der Re-
gel von bereits immortalisierten oder transformierten
Zelllinien aus, die dauerhaft in Zellkultur wachsen
und sich vermehren, wie beispielsweise tierische
CHO (Chinese Hamster Ovary)-, BHK (Baby Hams-
ter Kidney)-, NSO (Maus Myelom)-Zellen oder
menschliche HEK293 (Human Embryonic Kidney)-,
oder PER.C6-Zellen. Diese Zelllinien, die inzwischen
auch kommerziell erhaltlich sind, wurden quasi als
erster Schritt des Verfahrens zur Etablierung von Pro-
duktionszellen durch genetische Manipulation aus
primaren Zellen in Kultur generiert oder aus einem
naturlichen Tumor isoliert.

[0003] Bei der Gewinnung der eigentlichen Produk-
tionszellen wird durch Transfektion in diese bereits
etablierten Zelllinien zum einen die Nukleinsaure, die
das rekombinante Polypeptid codiert (das sog.
Transgen), mit den notwendigen transkriptionellen
Regulationselementen transferiert, zum anderen
eine zweite Expressionskassette mit einem Gen, das
einen Selektionsmarker codiert und dessen Genpro-
dukt der Zelle einen bestimmten Selektionsvorteil
verschafft. Wenige Tage nach dem Gentransfer, wah-
rend denen die Zellen in einem Kulturmedium ohne
Selektionsreagenz kultiviert werden, wird dem Medi-
um ein geeignetes Selektionsreagenz zugesetzt. In
Gegenwart der Selektionsreagenz Uberleben und
wachsen nur die Zellen, die die zur Transfektion be-
nutzten Nukleinsduren aufgenommen haben und den
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Selektionsmarker exprimieren: Haufig benutzte Se-
lektionsmarker sind das Neomycin-Resistenzgen,
das Hygromycin-Resistenzgen und die Dihydrofo-
lat-Reduktase (DHFR)(Wurm, Nat. Biotechnology
22:1393-1398, 2004; Wurm und Jordan, 309-333 in:
Makrides (Hrsg.), Gene Transfer and Expression in
Mammalian Cells, Elsevier, Amsterdam, 2003). Die
Selektion erfolgt entsprechend in Kulturmedium mit
den Selektionsreagenzien wie den Antibiotika Neo-
mycin oder Hygromycin bzw. dem synthetischen Glu-
kokortikoid Methotrexat. Zellen mit dem Selektions-
marker und dem Transgen, die den Selektionspro-
zess Uberleben und proliferieren (sog. Transforman-
ten), werden in der Regel anschliefend vereinzelt
(kloniert), um sicherzustellen, dass alle Zellen in der
Kultur genetisch identisch sind und um die ge-
wilnschten Produktionszelllinien mit der besten Pro-
duktionsrate von weniger gut produzierenden Zelllini-
en zu trennen.

[0004] Die Selektionsreagenzien mussen, je nach
Herstellungsprozess, unter Umstanden nicht nur
wahrend der Selektionsphase, sondern auch spater
bei der Anzucht der klonierten Zellen dem Medium
zugesetzt werden, um die genetische Stabilitat der
Produktionszellen sicherzustellen. Das Gen fiir das
gewinschte Polypeptid (Transgen) und das Gen fir
den Selektionsmarker integrieren in der Regel an
derselben Stelle im zellularen Genom. Bei Fehlen
des Selektionsdruckes wahrend der spateren Expan-
sion der Zellen oder wahrend der Produktionsphase
besteht die Gefahr, dass die Zellen den Selektions-
marker — und damit auch das Transgen flr das ge-
wulinschte Polypeptid — verlieren. Dies wird durch den
kontinuierlichen Zusatz der Selektionsreagenz ver-
hindert.

[0005] Primare tierische und menschliche Zellen,
die nach Entnahme aus dem Organismus oder Ge-
webe in Zellkultur gebracht werden, wachsen in der
Regel nur Gber kurze Zeit und wenige Passagen. Hu-
mane Zellen sind fir die Herstellung humaner Biothe-
rapeutika besonders gut geeignet, da sie komplexe
Polypeptide — im Gegensatz zu anderen zu anderen
Saugerzellen oder tierischen Zellen — mit authenti-
schem posttranslationalem Modifikationsmuster ex-
primieren. Das Glykosylierungsmuster komplexer re-
kombinanter Proteine, also die Struktur und Anord-
nung der Zuckerreste im Molekl, wird bei einer Her-
stellung in humanen Zellen wesentlich besser das
Muster des authentischen humanen Polypeptids re-
produzieren als bei einer Herstellung in nicht-huma-
nen Produktionssystemen. Dieses Glykosylierungs-
muster ist haufig fir wichtige Eigenschaften des Po-
lypeptids wie biologische Aktivitat, Stabilitat, Léslich-
keit und Immunogenitat von entscheidender Bedeu-
tung.

[0006] Dauerhaft etablierte humane Zelllinien (per-
manente humane Zelllinien), die fur die Expression
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rekombinanter Polypeptide verwendet werden kénn-
ten, wurden aus Tumorgewebe von Patienten isoliert
(z.B. HeLa-Zellen). Solche Zellen sind aber aus si-
cherheitsrelevanten Erwagungen und auf Grund ihrer
genetischen Instabilitat fir eine industrielle Produkti-
on von therapeutischen Polypeptiden zur Anwen-
dung am Menschen nicht geeignet. Spontan immor-
talisierte humane Zelllinien sind mit wenigen Ausnah-
men (z.B. die sog. HaCaT-Zellen) praktisch nicht ver-
fugbar. Geeignet fur biotechnologische Produktions-
zwecke sind dagegen permanente humane Zelllini-
en, die durch Transformation primaren Gewebes mit-
tels bestimmter viraler Genprodukte generiert wur-
den. Durch Expression transformierender Polypepti-
de von DNA-Viren kénnen priméare Zellen in perma-
nent wachsende Zellen Uberfiihrt werden. Der Me-
chanismus der Transformation erfordert die Interakti-
on der viruskodierten Genprodukte mit zellularen
Proteinen, die an der Regulation der Zellteilung betei-
ligt sind (sog. Tumorsuppressorgenprodukte). Da-
durch wird ein Haltepunkt des Zellzyklus (GO/G1
Phase) durchbrochen und die Zellen gehen in die
S-Phase uber, was zu einer unkontrollierten Prolife-
ration der Zellen flihrt (Helt & Falloway, Carcinogene-
sis 24:159-169, 2003). Beispiele fir solche transfor-
mierenden, virus-kodierten Genprodukte sind T-Anti-
gen von Simian Virus 40 (SV40), E6B7 des humanen
Papillomavirus (HPV) oder E1A/E1B von Adenovirus.
Diese viralen Proteine sind vergleichbar in ihrem Me-
chanismus der Transformation: T-Antigen, E6 und
E1A inaktivieren Genprodukte der zellularen Retino-
blastom-Proteinfamilie (pRb), und T-Antigen, E7 und
E1B inaktivieren den zellularen Tumorsuppressor
p53 (zusammengefasst in: zur Hausen, J. Natl. Cacer
Inst, 92, 690-698, 2000; Ludlow, FASEB J. 7:
866-871, 1993; Moran, FASEB J. 7, 880-885, 1993).
Die so transformierten Zelllinien werden dadurch
dauerhaft kultivierbar und sind besonders geeignet
fur biotechnologische Produktionszwecke.

[0007] Nur ganz wenige menschliche Zelltypen wur-
den bisher mit der E1-Genregion des Adenovirus
transformiert. Dazu gehdérten neuronale Zellen in hu-
manem embryonalem Nierengewebe (HEK293)(Gra-
ham et al., J. Gen. Virol. 36:59-74, 1977), humane
embryonale Retinazellen (EP 833 934 B1) und huma-
ne Amniozyten (EP 1 230 354 B1).

[0008] Das beschriebene Verfahren zur Herstellung
von Produktionszelllinien auf der Basis vorhandener
immortalisierter bzw. transformierter Zelllinien hat in
verschiedener Hinsicht Nachteile. Der Zusatz von
Antibiotika, Chemotherapeutika oder anderen Selek-
tionsreagenzien zum Kulturmedium wahrend der Se-
lektionsphase und unter Umstanden auch in der Ex-
pansionsphase vor der Produktion erhéht die Kosten
des Produktionsverfahrens. Durch aufwandige Ana-
lysen im Produktionsprozess sowie des Endproduk-
tes muss auRerdem sichergestellt und nachgewiesen
werden, dass das gereinigte und konfektionierte End-
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produkt keine Reste der Selektionsreagenzien ent-
halt. Dies bedeutet zusatzliche Anspriiche an die
Qualitatskontrolle, um die Sicherheit des therapeuti-
schen Praparats zu gewahrleisten. Manche der ein-
gesetzten Selektionsreagenzien haben zudem Ein-
fluss auf die Qualitat bzw. klonale Stabilitat der Pro-
duktionszelle. Der kontinuierliche Zusatz von Methot-
rexat als Selektionsreagenz in der Kultur beispiels-
weise halt zwar bei manchen Produktionszelllinien
den Eindruck des ,stabilen" Phanotyps der Zelle im
Hinblick auf ihre Produktivitat aufrecht. Genetische
Studien haben aber gezeigt, dass die Anwesenheit
dieses Reagenz die cytogenetische Heterogenitat
der Zellen fordert, was insbesondere im Hinblick auf
die regulatorischen Erfordernisse des Zulassungs-
prozesses unerwinscht ist (Wurm et al., Dev. Biol.
Stand. 76:69-82, 1992; Kim und Lee, Biotechnol. Bi-
oeng. 64:741-749, 1999). Ein weiterer Nachteil der
klassischen Methode zur Generierung von Produkti-
onszelllinien kann darin gesehen werden, dass nur
eine sehr begrenzte Auswahl an permanenten Aus-
gangszelllinien, auf denen das Herstellungsverfahren
basiert (z.B. CHO, BHK, HEK293), vorhanden ist.
Diese Zellen sind alle vor ihrer Entwicklung zu Pro-
duktionszelllinien schon Uber viele Jahre in zahllosen
Passagen kultiviert und gelagert worden. Diese Vor-
gange bergen immer das Risiko, zusatzlich zu den fur
die initiale Immortalisierung norwendigen geneti-
schen Veranderungen zahlreiche weitere chromoso-
male Aberrationen und genetische Mutationen anzu-
haufen, die sie der ,naturlichen" tierischen bzw.
menschlichen Ausgangszelle immer undhnlicher ma-
chen. Mdgliche Konsequenzen dieser Veranderun-
gen auf sicherheitsrelevante und/oder produkti-
onstechnische Aspekte der gentechnischen Herstel-
lung von rekombinanten Proteinen sind bisher nicht
eingehend untersucht worden.

[0009] Daher liegt der Erfindung die Aufgabe zu
Grunde, ein einfacheres, kostengulnstigeres und un-
ter Toxizitatsaspekten sichereres Verfahren zur Her-
stellung von permanenten humanen Zelllinien fir die
Produktion von rekombinanten Polypeptiden bereit-
zustellen.

[0010] Die Aufgabe wird durch den in den Patentan-
sprichen definierten Gegenstand geldst.

[0011] Die nachfolgenden Figuren erlautern die Er-
findung.

[0012] Fig.1 zeigt schematisch den Aufbau des
Plasmids pGS119 zur Expression der E1-Genfunkti-
onen und des viralen Strukturproteins pIX von Ade-
novirus Serotyp 5.

[0013] Fig.2 zeigt schematisch den Aufbau des
Plasmids pGS116 zur Expression einer cDNA des
humanen Alphal-Antitrypsins (hAAT) unter der Kon-
trolle des Cytomegalie-Virus (CMV)-Promotors.
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[0014] Fig.3 zeigt das Ergebnis eines Western
Blots zur Expression der E1A- und E1B-Proteine von
Ad5 in sieben verschiedenen permanenten Amniozy-
ten-basierten Produktionszelllinien fur humanes Al-
phal-Antitrypsin.

[0015] Fig.4 zeigt das Ergebnis eines Western
Blots zur Expression von humanem Alphal-Antitryp-
sin (hAAT) in sieben verschiedenen permanenten
Amniozyten-basierten Produktionszelllinien. A, aus
den Zellen in den Kulturiiberstand sezerniertes hAAT;
B, intrazellulares hAAT.

[0016] Fig. 5 zeigt schematisch die Menge des von
ausgewahlten Produktionszelllinien exprimierten hu-
manen Alphal-Antitrypsins (hAAT) im Kulturiber-
stand (ELISA, Enzyme-linked Immunosorbent As-
say). A, Menge an hAAT in Passage 5 der einzelnen
Zellklone; B, Stabilitdt der Expression Gber mehrere
Passagen in ausgewahlten Zellklonen.

[0017] Fig.6 zeigt das Ergebnis eines Western
Blots zur Glykosylierung von humanem Alphal-An-
titrypsin (hAAT) aus Amniozyten-basierten Produkti-
onszelllinien

[0018] Unter dem Begriff ,Amniozyten" wie hier ver-
wendet versteht man im weiteren Sinne alle Zellen,
die im Fruchtwasser vorhanden sind und durch
Fruchtwasserpunktion gewonnen werden kénnen.
Sie stammen entweder vom Amnion oder von feta-
lem Gewebe, das im Kontakt mit der Amnionflissig-
keit ist. Es wurden drei Hauptklassen von Amniozy-
ten beschrieben, die auf Grund morphologischer Kri-
terien unterschieden werden: Fibroblastenartige Zel-
len (F-Zellen), epitheloide Zellen (E-Zellen) und Am-
nionflissigkeitszellen (Amniotic Fluid Cells, AF-Zel-
len)(Hohn et al., Pediat. Res. 8:746-754, 1974).
AF-Zellen sind der vorherrschende Zelltyp.

[0019] Unter dem Begriff ,Expressionskassette”
wird insbesondere ein Nukleinsduremolekdl bzw. ein
Bereich eines Nukleinsauremolekiils verstanden, das
ein vor der codierenden Region liegendes regulatori-
sches Element oder Promotor, eine codierende Regi-
on bzw. einen offenen Leserahmen, sowie ein hinter
der codierenden Region liegendes transkriptionelles
Terminationselement enthalt. Das vor der codieren-
den Region liegende regulatorische Element bzw.
der Promotor kann ein konstitutiver, d.h. permanent
die Transkription aktivierender Promotor (z.B.
CMV-Promotor) oder ein regulierbarer, d.h. an-
und/oder abschaltbarer Promotor (z.B. Tetrazyk-
lin-regulierbarer Promotor) sein. Die codierende Re-
gion der Expressionskassette kann ein durchgehen-
der offener Leserahmen wie bei einer cDNA mit ei-
nem Startcodon am 5'-Ende und einem Stoppcodon
am 3'-Ende sein. Die codierende Region kann aus ei-
ner genomischen oder einer neu kombinierten An-
ordnung von codierenden Exons und dazwischenlie-
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genden, nicht-codierenden Introns bestehen. Die co-
dierende Region der Expressionskassette kann aber
auch aus mehreren offenen Leserahmen bestehen,
die durch sog. IRES (Internal Ribosome Entry Sites)
voneinander getrennt sind.

[0020] Unter dem Begriff ,permanente Zelllinien"
wie hier verwendet versteht man Zellen, die derart
genetisch verandert sind, dass sie unter geeigneten
Kulturbedingungen permanent in Zellkultur weiter-
wachsen kénnen. Solche Zellen werden auch immor-
talisierte Zellen genannt.

[0021] Unter dem Begriff ,Polypeptid" oder ,rekom-
binantes Polypeptid" wie hier verwendet werden Pep-
tide aus mindestens 2 Aminosauren verstanden. Das
Polypeptid kann ko- und/oder posttranslational modi-
fiziert werden, z.B. durch das Anhangen von Zucker-
resten oder durch Modifikation von Aminosaureres-
ten. Das Polypeptid kann linear, zirkular oder ver-
zweigt sein. Ferner kann das Polypeptid aus mehr als
einer Aminosaurekette bestehen, wobei die Ketten
durch intra- und/oder intermolekulare Bindungen
mehr oder weniger komplexe Raumstrukturen ein-
nehmen koénnen (z.B. Sekundar-, Tertiar-, Quartar-
struktur). Besteht das Polypeptid aus einer Amino-
saurekette, kann diese auch durch intramolekulare
Bindungen mehr oder weniger komplexe Raumstruk-
turen einnehmen. Die Polypeptide kdnnen pharma-
kologisch oder immunologisch aktive Polypeptide
oder fiir diagnostische Zwecke verwendete Polypep-
tide sein.

[0022] Unter dem Begriff ,primare Zellen" wie hier
verwendet versteht man Zellen, die durch direkte Ent-
nahme aus einem Organismus oder einem Gewebe
erhalten und in Kultur genommen wurden. Primare
Zellen besitzen nur eine sehr begrenzte Lebensdau-
er.

[0023] Unter dem Begriff ,Produktionszelllinien" wie
hier verwendet versteht man permanente Zelllinien,
die durch Einbringen eines Transgens, welches das
zu produzierende gewtinschte Polypeptid codiert, ge-
netisch verandert wurden.

[0024] Unter dem Begriff ,, Transfektion" wie hier ver-
wendet wird jedes Verfahren verstanden, das sich
zum Einbringen der genannten Nukleinsdure(n) in
die Zellen eignet. Als Beispiele sind die klassische
Kalziumphosphat-Methode, Elektroporation, liposo-
male Systeme jeglicher Art und Kombinationen die-
ser Verfahren zu nennen.

[0025] Unter dem Begriff ,Transgen" wie hier ver-
wendet versteht man die ein rekombinantes Polypep-
tid codierende Nukleinsauresequenz.

[0026] Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung
betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer permanen-
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ten humanen Zelllinie, wobei isolierte primare huma-
ne Zellen mit einem Nukleinsauremolekul oder min-
destens zwei verschiedenen Nukleinsauremolekiilen
transfiziert werden, und falls ein Nukleinsduremole-
kil transfiziert wird, das Nukleinsauremolekil eine
Sequenz aufweist, die die Expression von mindes-
tens einem Zell-transformierenden Faktor und die
Expression eines rekombinanten Polypeptids er-
laubt, und falls mindestens zwei verschiedene Nukle-
insauremoleklle transfiziert werden, ein erstes Nuk-
leinsauremolekil eine Sequenz aufweist, die die Ex-
pression von mindestens einem zell-transformieren-
den Faktor erlaubt, und ein zweites Nukleinsauremo-
lekil eine Sequenz aufweist, die die Expression min-
destens eines rekombinanten Polypeptids erlaubt.

[0027] Die fir das Verfahren der vorliegenden Erfin-
dung verwendeten primaren humanen Zellen werden
durch direkte Entnahme aus dem Organismus oder
einem dem Organismus entnommenen Gewebe er-
halten und in Kultur genommen. Bevorzugt sind sol-
che primaren humanen Zellen, die durch Expression
mit Zell-transformierenden Faktoren gut in perma-
nente humane Zelllinien umgewandelt werden kon-
nen, insbesondere Amniozyten, embryonale Retina-
zellen sowie embryonale Zellen neuronalen Ur-
sprungs.

[0028] Zell-transformierende  Faktoren  kdnnen
T-Antigen von SV40 (Genbank Acc. Nr. 702400), E6-
und E7-Genprodukt von HPV (z.B. HPV16, Genbank
Acc. Nr. KO2718) und E1A- und E1B-Genprodukte
von humanen Adenoviren (z.B. humanes Adenovirus
Serotyp 5, Genbank Acc. Nr. X02996). Werden flr
das erfindungsgemalfie Verfahren Nukleinsdurese-
quenzen fir die E6- und E7-Genprodukte verwendet,
mussen die primaren humanen Zellen mit den Se-
quenzen fir beide Genprodukte transfiziert werden.
Werden fiir das erfindungsgemafe Verfahren Nukle-
insduresequenzen fur die E1A- und E1B-Genproduk-
te verwendet, missen die priméaren humanen Zellen
mit den Sequenzen fir beide Genprodukte transfi-
ziert werden. Bei der Expression durch ein naturli-
cherweise vorliegendes HPV kénnen E6 und E7 von
einem RNA-Transkript exprimiert werden. Gleiches
gilt fur die Expression von E1A und E1B eines natr-
licherweise vorliegenden Adenovirus. Die zell-trans-
formierenden Faktoren wie z.B. die adenovirale
E1-Genfunktion bewirken die limmortalisierung oder
Transformation und somit die dauerhafte Kultivierbar-
keit der Zellen. Nicht transfizierte primare humane
Zellen sterben natirlicherweise in der Kultur spates-
tens nach einigen Wochen ab, wahrend die transfi-
zierten Zellen auf Grund der immortalisierenden Wir-
kung z.B. der E1-Genprodukte zu phanotypisch er-
kennbaren Zellkolonien heranwachsen. Der fir die
Immortalisierung der Zellen essentielle Transfer der
zell-transformierenden Faktoren ibernimmt damit im
erfindungsgemafien Verfahren die Funktion eines
Selektionsmarkers, der ohne zusatzlichen dulieren
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chemischen Selektionsdruck die Isolierung von Zellli-
nien erlaubt, die ein oder mehrere verschiedene re-
kombinante Polypeptide exprimieren.

[0029] Die Nukleinsauresequenzen fir die Expres-
sion der Zell-transformierenden Faktoren liegen in
Form einer Expressionskassette vor.

[0030] Die Expressionskassetten kénnen homologe
Promotoren bzw. transkriptionelle Terminationsse-
quenzen enthalten, z.B. den naturlichen E1A-Promo-
tor und die natlrliche E1A-Polyadenylierungsstelle
fur die Expression der adenoviralen E1A-Genfunkti-
on. Dies kann erreicht werden, indem die fir die
Transfektion benutzten Nukleinsduremolekile Fra-
gemeute des jeweiligen viralen Genoms, z.B. des
adenoviralen Genoms, mit den genannten Genfunk-
tionen, z.B. E1A, E1B, enthalten. Die Expressions-
kassetten fir die zell-transformierenden Faktoren
kénnen aber auch heterologe, nicht natirlicherweise
mit der verwendeten codierenden Region vorkom-
mende Promotoren oder transkriptionelle Terminati-
onssequenzen enthalten. Als heterologe Promotoren
kénnen z.B. CMV-(Cytomegalievirus-) Promotor (Ma-
krides, 9-26 in: Makrides (Hrsg.), Gene Transfer and
Expression in Mammalian Cells, Elsevier, Amster-
dam, 2003), EF-1a-Promotor (Kim et al., Gene
91:217-223, 1990), CAG-Promotor (ein Hybridpro-
motor aus dem Immediate Early-Enhancer des hu-
manen Cytomegalievirus und einem modifizierten
Huhn B-Aktin Promotor mit erstem Intron)(Niwa et al.,
Gene 108:193-199, 1991), humaner oder muriner
pgk-(Phosphoglyceratkinase-)Promotor (Adra et al.,
Gene 60:65-74, 1987), RSV- (Rous Sarkoma Virus-)
Promotor (Makrides, 9-26 in: Makrides (Hrsg.), Gene
Transfer and Expression in Mammalian Cells, Else-
vier, Amsterdam, 2003) oder SV40- (Simian Virus
40-) Promotor (Makrides, 9-26 in: Makrides (Hrsg.),
Gene Transfer and Expression in Mammalian Cells,
Elsevier, Amsterdam, 2003) dienen. Als Polyadeny-
lierungsstellen kénnen z.B. die Polyadenylierungsse-
quenzen des SV40 Large T-Antigens (Genbank Acc.
Nr. J02400) oder des humanen G-CSF- (Granulozy-
ten-Kolonie-stimulierender Faktor, granulocyte colo-
ny stimulating factor) Gens (Mizushima und Nagata,
Nucl. Acids Res. 18:5322, 1990) dienen. Ebenso
konnen manche der Expressionskassetten fir die
transformierenden Faktoren homologe Regulationse-
lemente und andere heterologe Regulationselemen-
te enthalten. So kann z.B. die E1A-Expressionskas-
sette einen heterologen Promotor, die E1B-Expressi-
onskassette einen homologen Promotor oder umge-
kehrt oder beide Expressionskassetten einen hetero-
logen Promotor aufweisen.

[0031] Auch die Nukleinsauresequenzen fur die Ex-
pression des mindestens einen rekombinanten Poly-
peptids liegen in mindestens einer Expressionskas-
sette vor, wobei die Art und die Auswahl der Promo-
toren und die transkriptionellen Terminationssequen-
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zen den oben fir die Zell-transformierenden Fakto-
ren genannten entsprechen.

[0032] Die Nukleinsduresequenzen der zell-trans-
formierenden Faktoren und des rekombinanten Poly-
peptids einschlielich der jeweiligen Regulationsele-
mente kdnnen auf einem oder mehreren verschiede-
nen Nukleinsauremolekilen liegen. In einer bevor-
zugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung
liegen die Sequenzen der zell-transformierenden
Faktoren einschlieRlich der jeweiligen Regulationse-
lemente, z.B. die E6- und E7-Genfunktionen oder die
E1A- und E1B-Genfunktionen, oder der zell-transfor-
mierende Faktor, z.B. das T-Antigen von SV40, auf
einem Nukleinsduremolekul und die Sequenzen des
rekombinanten Polypeptids einschlief3lich der Regu-
lationselemente auf einem vom ersten Nukleinsaure-
molekil verschiedenen zweiten Nukleinsduremole-
kil. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform
liegen auch die Sequenzen der transformierenden
Faktoren E6 und E7 bzw. E1A und E1B einschlieRlich
der jeweiligen Regulationselemente auf verschiede-
nen Nukleinsduremolekilen. Die Sequenz des re-
kombinanten Polypeptids einschlieRlich der Regulati-
onselemente kann in diesem Fall auf einem vom ers-
ten und zweiten Nukleinsduremolekiil verschiedenen
dritten Nukleinsduremolekil oder auf dem ersten
oder zweiten Nukleinsauremolekil, enthaltend die
Sequenz fur einen der Zell-transformierenden Fakto-
ren liegen.

[0033] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wer-
den die primaren humanen Zellen mit einem ersten
Nukleinsauremolekil enthaltend die Expressionskas-
sette der E1B und E1B-Genfunktionen und einem
vom ersten Nukleinsauremolekiil verschiedenen
zweiten Nukleinsauremolekiil transfiziert, das die Ex-
pressionskassette des rekombinanten Polypeptids
aufweist. In dieser Ausfiihrungsform enthalt das erste
Nukleinsauremolekil die E1B-Expressionskassette
enthaltend einen heterologen Promotor und das ho-
mologe transkriptionelle Terminationselement, und
die E1B-Transkriptionseinheit den homologem Pro-
motor und das homologe transkriptionelle Terminati-
onselement. In einer besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform enthalt das erste Nukleinsduremolekdl die
Adenovirus Serotyp 5 Nukleotidsequenz von Nukleo-
tid 505 bis Nukleotid 4079. In einer weiteren beson-
ders bevorzugten Ausfiihrungsform enthalt das erste
Nukleinsauremolekil die Adenovirus Serotyp 5 Nuk-
leotidsequenz von Nukleotid 505 bis Nukleotid 3522.
In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform enthalt das erste Nukleinsduremolekdl die
Adenovirus Serotyp 5 Nukleotidsequenz von Nukleo-
tid 1 bis Nukleotid 4344, die der adenoviralen DNA in
HEK293-Zellen entspricht (Louis et al., Virology
233:423-429, 1997).

[0034] Das Vorhandensein des E1B-eigenen Pro-
motors und der E1B-eigenen Polyadenylierungsse-
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quenz (Nukl. 4037-4070) sollten zu einer optimalen
Transkription und Expression von E1B bei dieser
Ausfuhrungsform fhren. Ein weiterer Vorteil liegt da-
rin, dass der Sequenzbereich zwischen dem Stopp-
codon von E1B und der Polyadenylierungsstelle von
E1B die adenovirale plX-Genfunktion enthalt. Das
pIX-Polypeptid, ein virales Strukturprotein, wirkt als
Transkriptionsaktivator alf verschiedene virale und
zellulare Promotoren wie z.B. den Thymidinkinase-
und den Beta-Globin-Promotor. Die transkriptionsak-
tivierende Wirkung des zuséatzlich in der Zelle expri-
mierten plX-Polypeptids kann in den erfindungsge-
mafRen Produktionszelllinien zu einer Erhéhung der
Expressionsraten des rekombinanten Polypeptids
fuhren, falls die codierende Sequenz des rekombi-
nanten Polypeptids unter der Kontrolle eines der zu-
vor genannten Promotoren steht.

[0035] Die rekombinanten Polypetide kdnnen thera-
peutische Proteine wie z.B. humanes Alpha 1-An-
titrypsin oder Wachstumsfaktoren wie Erythropoietin
oder Interleukin-2 sein. Humanes Alpha 1-Antitrypsin
(hAAT) ist ein Proteinase-Inhibitor, der Elastase und
andere Proteinasen inhibiert und bei erblichem
hAAT-Mangel, der zu schweren Lungen- und Leber-
schadigungen fiihrt, therapeutisch wirksam ist. Bei
Erythropoietin handelt es sich um einen wichtigen
Wachstumsfaktor fir Erythrozyten (rote Blutkorper-
chen), der bei Anamie sowie bei Transplantationspa-
tienten blutbildende Wirkung hat. Interleukin-2 (1l-2)
zahlt zu den zellularen Botenstoffen des Immunsys-
tems und hat groRe Bedeutung bei der Aktivierung
der zellularen Immunantwort beispielsweise bei Tu-
morerkrankungen. Zu den therapeutisch wirksamen
Polypeptiden zahlen auch Blutgerinnungsfaktoren
wie z.B. Faktor VIII und Faktor IX, die bei Hamophi-
lie-Patienten mit Gerinnungsstérungen eingesetzt
werden. Das rekombinante Polypeptid des erfin-
dungsgemalien Verfahrens kann ein Hormon sein.
Biotechnologisch hergestellte Hormone werden in
der Substitutionstherapie bei Patienten mit hormonel-
len Stérungen verwendet. Beispiele sind das blutzu-
ckersenkende Hormon Insulin, auf das viele Diabetes
mellitus-Patienten angewiesen sind, Somatotropin
(Wachstumshormon) fur die Behandlung von Zwerg-
wichsigkeit, und gonadotrope Faktoren wie Follikel-
stimulierendes Hormon (FSH) oder Luteinisierendes
Hormon (LH) fir die Behandlung von Fertilitatssto-
rungen.

[0036] Das rekombinante Polypetid kann ein rekom-
binanter Antikdrper sein, der zu therapeutischen oder
diagnostischen Zwecken eingesetzt werden kann.
Antikérper gegen den Tumor-Nekrose-Faktor alpha
(TNF-a) werden bei Patienten mit rheumatoider Arth-
ritis, Antikdrper gegen den zelluldaren Rezeptor des
Epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR) bei Kreb-
spatienten eingesetzt. Fur diagnostische Zwecke ein-
gesetzte Antikdrper kdnnen beispielsweise Bestand-
teile von kommerziellen Diagnose-Kits sein, die auf
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Verfahren wie Enzymgekoppelte Immun-Adsorti-
ons-Tests (Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay,
ELISA) oder radioaktiven Immun-Adsorptions-Tests
(Radio Immuno Sorbent Assay, RIA) beruhen. Die
Antikérper dienen in diesen Testverfahren zum Nach-
weis der Antigene von Infektionserregern, wie bei-
spielsweise dem humanen Hepatitis B-Virus.

[0037] Antikérper oder Immunglobuline (lg) setzen
sich aus einer schweren und einer leichten Kette zu-
sammen, die jeweils aus variablen und konstanten
Regionen oder Doméanen bestehen. Die Nukleinsau-
resequenzen der transfizierten Nukleinsauremoleki-
le zur Expression eines Antikdrpers kdnnen zwei ge-
trennte Expressionskassetten enthalten, von denen
die eine die leichte Kette, die andere die schwere
Kette des Immunglobulinmolekiils codiert. Nach Ex-
pression beider Ketten in der erfindungsgemafien
Zelle lagern sich diese zum aktiven Antikdrpermole-
kil zusammen. Die Expressionskassetten der beiden
Ketten kénnen dabei auf getrennten oder auf demsel-
ben Nukleinsauremolekiil liegen. Die codierenden
Sequenzen fir die leichte und die schwere Kette kon-
nen aber auch innerhalb derselben Expressionskas-
sette liegen und durch eine IRES-Sequenz (internal
ribosome entry site, interne Ribosomenbindungsstel-
le) getrennt werden, die eine Expression sowohl der
schweren als auch der leichten Kette gewahrleistet.
Die codierenden Sequenzen fir die leichte und die
schwere Kette kdnnen prinzipiell auch innerhalb der-
selben Expressionskassette liegen und durch eine
Sequenz getrennt werden, die eine enzymatische
Spaltstelle fir eine Proteinase (z.B. Thrombin) co-
diert, welche dann in der Zelle gleichzeitig exprimiert
wird und das Vorlaufer-Polypeptid aus Leicht- und
Schwerkettensequenz in aktive leichte und schwere
Kette spaltet.

[0038] Rekombinante Antikorper, die von der Nukle-
insauresequenz in der erfindungsgemafen Zelle co-
diert werden, kénnen auch aus Fragmenten eines
Antikodrpers bestehen anstelle der kompletten leich-
ten und schweren Kette. Sogenannte Einzelket-
ten-Antikorper (scFyv, single chain variable fragments)
bestehen aus den variable Domanen einer schweren
und einer leichten Kette, die durch eine Aminoséaure-
sequenz (einen sog. Linker) verbunden werden, die
eine freie Beweglichkeit beider Doméanen gewahrleis-
tet. Durch intramolekulare Zusammenlagerung bei-
der Domanen ensteht eine antigenbindende Struktur,
die dem variablen Bereich eines Immunglobulinmole-
kils entspricht. Bispezifische Einzelketten-Antikdrper
(bis-scFv) bestehen aus zwei solchen Einzelket-
ten-Anordnungen aus den variablen Doméanen einer
schweren und einer leichten Kette, die ihrerseits wie-
derum durch eine verbindende Sequenz zusammen-
hangen und gegeneinander beweglich sind; solche
Molekile kénnen an zwei antigene Bindungsstellen
(Epitope) gleichzeitig binden und dadurch zwei mole-
kulare Strukturen nicht-kovalent verbinden. Bispezifi-
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sche Diabodies bestehen aus zwei getrennt expri-
mierten Einzelketten, die jeweils variable Doméanen
einer leichten und einer schweren Kette, getrennt nur
durch einen sehr kurzen oder ganz ohne Linker, ent-
halten. Der kurze oder fehlende Linker verhindert die
intramolekulare Zusammenlagerung, durch intermo-
lekulare Zusammenlagerung einer variablen schwe-
ren und leichten Doméane entsteht wiederum ein akti-
ves Molekil mit zwei Bindungsvalenzen.

[0039] Die von den im vorliegenden Verfahren
transfizierten Nukleinsduremolekilen codierten re-
kombinanten Polypetide konnen virale, bakterielle
oder parasitare Proteine sein, die fir eine Verwen-
dung als prophylaktische oder therapeutische Impf-
stoffe (Vakzine) produziert werden sollen. Dabei kann
es sich sowohl um Strukturpolypeptide als auch um
regulatorische oder enzymatisch aktive Polypeptide
von Viren, Bakterien oder Parasiten handeln. Virale
Protein kdnnen z.B. das Hepatitis B-Virus Oberfla-
chen-Antigen (HBV Surface Antigen) oder das Struk-
turprotein L1 von humanen Papillomviren sein. Bak-
terielle Proteine, die nach Expression in Produktions-
zelllinien fur die Impfstoffherstellung in Frage kom-
men, sind z.B. Enterotoxin-Untereinheiten von ente-
rotoxinogenen Escherichia coli (ETEC) oder Trans-
ferrinbindende Proteine (Transferrin binding proteins,
Tbp A und B) von Neisseria gonorrhoeae. Polypepti-
de von Parasiten, die von den im vorliegenden Ver-
fahren transfizierten Nukleinsduremolekilen codiert
werden kdnnten, sind z.B. das Merozoiten-Oberfla-
chenprotein (Merozoite Surface Protein, MSP) des
Malariaerregers Plasmodium falciparum oder Gluta-
thion S-transferase (GST) von Schistosoma japoni-
cum.

[0040] Die von den im vorliegenden Verfahren
transfizierten Nukleinsduremolekilen codierten re-
kombinanten Polypetide konnen ein oder mehrere vi-
rale Polypeptide sein, die als Replikationsfaktoren
wirken und eine episomale, d.h von Chromosomen
unabhangige Replikation von spater durch Transfek-
tion in die Zelllinie eingebrachten Nukleinsauremole-
kilen in der humanen Zelllinie erlauben. Die spater in
die Zelllinie durch Transfektion eingebrachten Nukle-
insauremolekiile enthalten ein als Replikationsur-
sprung (ori, "origin of replication") bezeichnetes ge-
netisches Element, an welches das bzw. die als Rep-
likationsfaktoren wirkenden Polypeptide binden und
dadurch die Replikation des episomalen Nukleinsau-
remolekdls initiieren. Die episomale Replikation von
Nukleinsduremolekilen, insbesondere von Plas-
mid-DNA, in Zellen bewirkt eine starke Vermehrung
der Kopienzahl der transferierten Nukleinsauremole-
kile und dadurch eine Erhdhung der Expression ei-
nes auf diesem Molekil codierten rekombinanten Po-
lypeptids sowie dessen Erhalt Gber viele Zellteilun-
gen hinweg. Ein solcher viraler Replikationsfaktor ist
z.B. das T-Antigen des Simian Virus 40 (SV40), das
nach Bindung an eine als SV40-Replikationsur-
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sprung (SV40 ori, origin of replication) bezeichnete
Sequenz auf dem Nukleinsauremolekil, z.B. der
Plasmid-DNA, dessen Replikation initiiert. Das Eb-
stein-Barr-Virus Protein EBNA-1 (Ebstein Barr Virus
Nuclear Antigen-1) erkennt einen als ori-P bezeich-
neten Replikationsursprung und katalysiert die extra-
chromosomale Replikation des ori-P tragenden Nuk-
leinsduremolekdls.

[0041] Die von den im vorliegenden Verfahren
transfizierten Nukleinsduremolekilen codierten re-
kombinanten Polypetide kénnen auflerdem virale
Proteine sein, die in Zelllinien eine Produktion von re-
kombinanten viralen Gentransfer-Vektoren erlauben.
Diese viralen auch Komplementationsfaktoren ge-
nannten Proteine werden in der Zelllinie exprimiert
und sind die fur die Produktion der Gentransfer-Vek-
toren notwendigen enzymatischen oder strukturellen
Komponenten, die nicht auf dem Nukleinsduremole-
kil des Gentransfer-Vektors codiert werden. In sol-
chen Gentransfer-Vektoren sind in der Regel aus Si-
cherheitsgrinden bestimmte virale Genfunktionen
deletiert. Zu den Gentransfer-Vektoren, deren Kom-
plementationsfaktoren durch mit dem beschriebenen
Verfahren eingebrachte Transgene codiert werden
kdnnen, gehdren beispielsweise Vektoren, die auf
Adenovirus, Adenovirus-Assoziiertem Virus (AAV)
oder Herpesvirus basieren. Die in der Zelllinie expri-
mierten Komplementationsfaktoren kénnen auch de-
letierte oder rekombinante Viren bei ihrer Produktion
komplementieren, die kein zu transferierendes Gen
enthalten und damit nicht als Gentransfer-Vektoren
fungieren, sondern z.B. als Impfstoff verwendet wer-
den.

[0042] Im Falle von Adenovirus-basierten Gentrans-
fer-Vektoren kénnen in der erfindungsgemalfen Zelle
beispielsweise die Genfunktionen pIX, E2, ES3,
und/oder E4 exprimiert werden. Die Deletion der ent-
sprechenden Genfunktion im Genom des Vektors er-
hoéht die Sicherheit der Vektoren und vergréRert des-
sen Kapazitat zur Aufnahme fremder Nukleinsdure-
sequenzen. Die Genfunktion pIX ist ein adenovirales
Strukturprotein, d.h. ein Bestandteil des Viruskap-
sids. Die viralen Genfunktionen E2, E3 und E4 codie-
ren in der Frihphase der Virusvermehrung exprimier-
te regulatorische Polypeptide. Adenovirale Vektoren
der ersten Generation sind lediglich E1- und/oder
E3-deletiert. Adenoviralen Vektoren der zweiten Ge-
neration fehlen zusatzlich die Genfunktionen E2
und/oder E4. Zelllinien, die samtliche viralen Gen-
funktionen komplemetieren, waren prinzipiell in der
Lage, die als "Gutless" Vektoren oder adenovirale
Vektoren hoher Kapazitdt bezeichnete Generation
adenoviraler Gentransfer-Vektoren zu komplemen-
tieren, die selbst keine codierenden Genfunktionen
mehr besitzen, sondern nur noch die als terminale
Endwiederholungen (ITRs, Inverted Terminal Re-
peats) bezeichneten Sequenzen fiir die Replikation
der Vektor-Nukleinsaure.
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[0043] Die mit dem vorliegenden Verfahren in die
primdre humane Zelle transfizierte Nukleinsdure
kann ferner ein Rezeptorpolypeptid codieren, das
insbesondere auf der Oberflache der Zelle lokalisiert
ist und fiir die Infektion der Zelle durch ein Virus bzw.
die Transduktion der Zelle durch einen viralen Gen-
transfer-Vektor verantwortlich ist. Als viraler Rezeptor
fur den initialen Schritt der Infektion von Zellen mit
dem Adenovirus Serotyp 2 oder 5, von denen die
meisten konventionellen adenoviralen Vektoren ab-
geleitet sind, wurde der sog. Coxsackie- und Adeno-
virus-Rezeptor, CAR, identifiziert (Bergelson et al.,
Science 275:1320-1323, 1997). Die hinreichende
Expression von CAR auf der Oberflache ist eine Vor-
aussetzung daflr, dass sich eine Zelle als Produkti-
onszelle fir adenovirale Gentransfer-Vektoren eig-
net. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das re-
kombinante Polypeptid der Coxsackie- und Adenovi-
rus-Rezeptor (CAR). Die Uberexpression des Rezep-
torpolypeptids kann die Infizierbarkeit und damit die
Produktionseffizienz dieser Zellen hinsichtlich adeno-
viraler Vektoren deutlich verbessern. Ferner kann
das Nukleinsduremolekul auf’er CAR sekundare Re-
zeptoren oder Internalisierungsrezeptoren codieren,
wie z.B. bestimmte Integrine, die die Aufnahme des
Virus bzw. Gentransfer-Vektors in die Zelle vermitteln
und deren zusatzliche Expression bei der Herstellung
von Produktionszellen fir adenovirale Vektoren sinn-
voll sind.

[0044] Die im vorliegenden Verfahren zur Transfek-
tion primarer humaner Zellen benutzten Nukleinsau-
remolekile, die das mindestens eine rekombinante
Polypeptid codieren, oder die Nukleinsduremolekiile,
die die Zell-transformierenden Faktoren codieren,
kénnen "Matrix Attachment Regions" (MARs) enthal-
ten. Diese auch als "Scaffold Attachment Regions"
(SARs) bezeichneten genetischen Elemente spielen
eine Rolle bei der Regulation der Genexpression, da
sie mit Transkriptionseinheiten und regulatorischen
Elementen im Genom assoziiert sind. MARs haben
die Fahigkeit, in eine Zelle eingebrachte fremde
Gene gegen eine transkriptionelle Stummschaltung
oder Abschaltung der Transkription in der transfizier-
ten Zelle zu schiitzen und dadurch ihre Expression zu
verstarken (Girod und Mermod, S. 359-379, in S.C.
Makrides (Hrg.) Gene Transfer and Expression in
Mammalian Cells. 2003. Elsevier, Amsterdam).

[0045] Durch gleichzeitige Transfektion von prima-
ren humanen Zellen mit Nukleinsduremolekiilen ent-
haltend exprimierbare Nukleinsauresequenzen fur ei-
nen Zell-transformierenden Faktor bzw. zwei funktio-
nal miteinander verbundenen Faktoren und eine ex-
primierbare Nukleinsduresequenz mindestens eines
rekombinanten Polypeptids ist es den Erfindern ge-
lungen, ohne Zusatz von Selektionsreagenzien per-
manente humane Zelllinien zur Produktion von re-
kombinanten Polypeptiden zu generieren. Die Erfin-
dung betrifft somit ferner die mit dem erfindungsge-
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maRen Verfahren hergestellten permanenten huma-
nen Zellen. Die Zellen kénnen unter anderem zur
Produktion therapeutischer Polypeptide, Blutgerin-
nungs- und Wachstumsfaktoren, Hormone und Anti-
korper sowie viraler, bakterieller oder parasitarer Po-
lypeptide zur Verwendung als Impfstoff verwendet
werden. Ferner sind die erfindungsgemalen Zellen
zur Produktion von diagnostisch relevanten Protei-
nen verwendbar, wie z.B. virale, bakterielle oder pa-
rasitdre Antigene oder entsprechende spezifische
Antikérper. Ferner sind die erfindungsgemafien Zel-
len zur Produktion von technisch oder industriell rele-
vanten Proteinen verwendbar, z.B. von Enzymen zur
Katalyse technischer Syntheseprozess oder zum Ab-
bau von Schadstoffen. Die erfindungsgemafRen Zel-
len kénnen ein oder auch mehrere verschiedene re-
kombinante Polypeptide exprimieren. Die Anzahl der
exprimierbaren Polypeptide hangt davon ab, wie vie-
le verschiedene Nukleinsduresequenzen codierend
fur die rekombinanten Polypeptide mit dem erfin-
dungsgemalen Verfahren in die Zellen transfiziert
werden.

[0046] Die Expressionsstarke eines Transgens in
einer Produktionszelle hangt entscheidend von der
genomischen Region ab, in die das Transgen nach
dem Einbringen in die Zelle integriert. Wahrend an
manchen Stellen im zelluldren Genom die Expressi-
on des Transgens nach relativ kurzer Zeit abgeschal-
tet wird, bleibt an anderen Stellen, sog. ,Hot Spots"
der Transkription, die Expressionskassette Uber lan-
ge Zeit mit hoher Effizienz transkriptionell aktiv. Die
Aufrechterhaltung des transformierten Phanotyps in
den erfindungsgemafl hergestellten permanenten
Zellen erfordert die stindige Expression des
Zell-transformierenden Faktors. In den permanenten
humanen Zellen liegt also die Integrationstelle der
entsprechenden Expressionskassette an einem "Hot
Spot" der Transkripiton im zellularen Genom. Ein wei-
terer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft somit
ein Verfahren zur Herstellung einer permanenten hu-
manen Zelle, wobei das Nukleinsauremolekil, das
die Sequenz fir den oder die Zell-transformierenden
Faktoren) aufweist, ferner Erkennungssequenzen ei-
nes sequenzspezifischen Rekombinationsenzyms
umfasst. In einem nachfolgenden Schritt kann in die
permanenten humanen Zelllinien bei gleichzeitiger
Expression der entsprechenden Rekombinase eine
weitere Expressionskassette flr ein Transgen einge-
bracht werden, die ebenfalls eine entsprechende Re-
kombinase-Erkennungssequenz oder Rekombina-
se-Erkennungssequenzen enthalt. Dies fihrt zu einer
Integration der Expressionskassette an den spezifi-
schen "Hot Spot" und somit zu einer hohen, lang an-
dauernden Expression des Transgens. Auf die be-
schriebene Weise erzeugte Produktionszelllinien mit
nachgewiesen hoher Produktionseffizienz kénnten
verwendet werden, um sehr schnell effiziente Pro-
duktionszellen fir ein anderes Transgen zu generie-
ren.
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[0047] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfin-
dung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer per-
manenten humanen Zelllinie, wobei das Nukleinsau-
remolekdl, das die Sequenz aufweist, die die Expres-
sion eines rekombinanten Polypeptids erlaubt, zu-
satzlich zur Expressionskassette des rekombinanten
Polypeptids oder zur codierenden Sequenz des re-
kombinanten Polypeptids eine oder mehrere Rekom-
binase-Erkennungssequenzen aufweist. Z.B. kénnen
die Rekombinase-Erkennungssequenzen am 5'- und
3'- Ende der jeweiligen Sequenz liegen. Das rekom-
binante Polypeptid kann in diesem Fall ein Reporter-
gen sein, d.h. ein Gen, dessen Genprodukt leicht de-
tektiert und quantitativ bestimmt werden kann. Nach
Selektion einer stabilen Zelllinie mit starker Expressi-
on des Reporter-Proteins, d.h. des vom Reportergen
codierten Genprodukts, kann in einem zweiten
Schritt ein Nukleinsduremolekil umfassend eine Ex-
pressionskassette fir ein anderes rekombinantes
Polxpeptid durch Transfektion in die Zelle einge-
bracht werden. Die Expressionskassette enthalt
ebenfalls Erkennungssequenzen des gleichen Re-
kombinationsenzyms. Nach kurzzeitiger Expression
der Rekombinase wird durch Excision des urspriing-
lichen und Integration des neu in die Zelle transfizier-
ten rekombinanten Polypeptids eine neue Produkti-
onszelllinie mit gleichfalls hoher Produktionseffizienz
entstehen. Dieses Verfahren verkirzt den zeitauf-
wendigen Prozess der Selektion gut exprimierender
Produktionszelllinien. Beispiele fir Rekombinasen
und entsprechende Erkennungssequenzen sind:
Cre-Rekombinase und loxP Erkennungssequenz aus
dem Bakteriophage P1, Integrase und attB/attP Er-
kennungssequenz aus dem Bakteriophage ¢$C31,
oder Flp-Rekombinase und frt Erkennungssequenz
aus Hefen (Groth et al., PNAS 97: 5995-6000, 2000;
Araki et al., Nucl. Acids Res. 25: 868-872, 1997,
O'Gorman et al., Science 251: 1351-1355, 1991). Oft
sind fur eine effiziente Integration nicht die eigentli-
chen Erkennungssequenzen, sondern "pseudo” lox
(Araki et al., Nucl. Acids Res. 25: 868-872, 1997)
oder "pseudo” att (Thyagarajan et al., Mol. Cell Biol.
21: 3926-3934, 2001) von Vorteil.

[0048] Die folgenden Beispiele erlautern die Erfin-
dung und sind nicht als einschrankend aufzufassen.
Sofern nicht anders angegeben, wurden molekularbi-
ologische Standardmethoden verwendet, wie z.B.
von Sambrook et al., 1989, Molecular cloning: A La-
boratory Manual 2. Auflage, Cold Spring Harbor La-
boratory Press, Cold Spring Harbor, New York; be-
schrieben.

1. Klonierungen
a) Plasmid pSTK146
[0049] Plasmid pSTK146 wurde detailliert in EP 1

230 354 B1 beschrieben und umfasst den murinen
Phosphoglyceratkinase (pgk) Promotor, Adenovirus
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Serotyp 5 (Ad5)-Sequenzen Nukleotid (nt.) 505 bis
3522 und das Spleil- und Polyadenylierungssignal
von SV40.

b) Plasmid pGS119 (Fig. 1)

[0050] Plasmid pGS119 enthalt den murinen pgk
Promotor, Ad5-Sequenzen nt. 505-3522 enthaltend
die gesamte E1-Region, das 3' Splei’- und Polyade-
nylierungssignal von SV40 und die pIX-Region von
Ad5 (nt. 3485-4079).

[0051] Die Ad5 pIX-Gensequenzen stammen aus
Plasmid pXC1 (Microbix Biosystems Inc, Katalog-Nr.
PD-01-03), welches Ad5-Sequenzen nt. 22-5790 ent-
halt. Mit Hilfe dieses Plasmids und der Primer
p9.3485-3504 (CTGGCTCGAGCTCTAGCGATGAA-
GATACAG; SEQ ID NO:1) und p9.4079-4060
(GCTGCTCGAGCACTTGCTTGATCCAAATCC;
SEQ ID NO:2) wurden die Ad5-Gensequenzen nt.
3485-4079 durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert, mit Xhol gespalten (je eine Xhol-Schnitt-
stelle lokalisiert in den Primern) und in die
Xhol-Schnittstelle von pSTK146 eingefiihrt.

¢) Plasmid p'GS122

[0052] Plasmid pGS122 enthalt Ad5-Sequenzen by
1-4344. In einem ersten Schritt wurden Ad5-Sequen-
zen nt. 356-3826 mittels Sacll Verdau aus pXClI (Mi-
crobix Biosystems Inc, Katalog-Nr. PD-01-03) isoliert
und in die Sacll-Schnittstelle von pSTK31 (enthalt
eine Pmel-Schnittstelle gefolgt von Ad5-Sequenzen
by 1-440, in pBluescript) eingeflihrt. Das so entstan-
dene Plasmid pGS120 wurde mit pBstEll linearisiert
und das BstEll-Fragment aus pXCl enthaltend die
Ad5-Sequenzen by 1914-5185 eingeflhrt (pGS121).
Zwei Oligonukleotide Ad5_4297-4344 PX
(GCTGGGCGTGGTGCCTAAAAATGTCTTTCAGT
AGCAAGCTGATTGCCAGTTTAAAC; SEQ ID NO:3)
und Ad5_4344-4297 (TCGAGTTT
AAACTGGCAATCAGCTTGCTACTGAAAGACATT-
TTTAGGCACCACGCCCAGCT, SEQ ID NO:4) wur-
den zum Doppelstrang hybridisiert. Plasmid pGS121
wurde mit Afel und Xhol verdaut und das oben ge-
nannte Oligonukleotid eingefligt. Die Sequenz des
Oligonukleotids wurde so gewahlt, dass beim Einfi-
gen in pGS121 am 5'-Ende die Afel-Schnittestelle er-
halten bleibt, und am 3'-Ende eine Pmel-Schnittstelle
von der regenerierten Xhol-Schnittstelle gefolgt wird.
Somit sind in pGS122 die Ad5-Sequenzen direkt von
je einer Pmel-Schnittstelle flankiert.

d) Plasmid pGS124

[0053] Plasmid pGS124 enthalt den SV40-Promotor
und die Gensequenz des SV40 T-Antigens. Durch
Verdau von SV40 DNA mit BamHI und Kpnl wurde
ein 3-kb-Fragment aus dem SV40-Genom herausge-
schnitten und in pBluescript, verdaut mit BamHI und
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Kpnl, eingefiugt. Plasmid pGS124 exprimiert somit
das SV40 T-Antigen.

e) Plasmide pGS116 (Fig. 2), pGS129, pGS131,
pGS132, pGS133

[0054] Plasmide pGS116, pGS129, pGS131,
pGS132 und pGS133 exprimieren das humane Al-
pha 1-Antitrypsin (hAAT) unter der Kontrolle ver-
schiedener Promotoren.

[0055] Plasmid pGS116 (Fig. 2) enthalt den friihen
Promotor des humanen Cytomegalie-Virus (CMV),
gefolgt von einer SV40-SpleilRdonor/Spleiltakzeptor-
stelle, der hAAT-cDNA und der SV40-Polyadenylie-
rungsstelle (polyA). Die CMV- und SV40-Sequenzen
stammen aus dem Plasmid pCMVR (BD Clontech,
Katalog-Nr. 61771-1). Das p-Galactosidasegen in
pCMVB wurde durch Verdau mit Notl und anschlie-
Render Aufflllreaktion des 5'-Uberhangs entfernt und
durch die hAAT-cDNA ersetzt, die durch EcoRI-Ver-
dau des Plasmids Ad/PGK-hAAT (Kay et al., Hepato-
logy 21:815-819, 1995) isoliert wurde.

[0056] Plasmid pGS129 enthalt die oben beschrie-
bene hAAT-cDNA unter der Kontrolle des humanen
Promotors fir den Elongationsfaktor EF-1a. Durch
Verdau von pGS116 mit Xhol und EcoRI und an-
schlieRender Auffillreaktion der 5'-Uberhange wurde
der CMV-Promotor aus pGS116 entfernt und durch
ein 1.3-kb-Fragment enthaltend den EF-1a Promotor
ersetzt.

[0057] Plasmid pGS131 enthalt die hAAT-cDNA un-
ter Kontrolle eines Hybridpromotors bestehend aus
dem CMV-Enhancer und dem Huhn 3-Aktin-Promo-
tor (CAG-Promotor). Durch Verdau von pGS116 mit
Xhol und EcoRI und anschlieRender Auffillreaktion
der 5-Uberhange wurde der CMV-Promotor durch
den 1.1 kb groRen CAG-Promotor ausgetauscht.

[0058] Plasmid pGS132 enthalt die hAAT-cDNA un-
ter Kontrolle des Rous Sarcomavirus (RSV)-Promo-
tors. Der CAG-Promotor in pGS116 wurde durch Re-
striktionsverdau mit Xhol und EcoRI und anschlie-
Render Auffiilireaktion der 5'-Uberhénge entfernt und
durch den 0.58 kb groRen RSV-Promotor ersetzt.

[0059] In Plasmid pGS133 wird die Expression der
hAAT-cDNA vom friilhen Promotor von Simian Virus
40 (SV40) kontrolliert. Durch Verdau mit Xhol und
EcoRl und anschlieBender Aufflllreaktion der
5'-Uberhénge wurde aus pGS116 der CMV-Promotor
entfernt und durch den 0.23 kb groRen SV40-Promo-
tor ersetzt.

f) Plasmid pGS126

[0060] Plasmid pGS126 enthalt folgende Elemente:
die E1-Expressionskassette bestehend aus pgk-Pro-
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motor, Ad5-Sequenzen nt. 505-3522. SV40 polyA,
die plX-Expressionskassette bestehend aus Ad5-Se-
quenzen nt. 3485-4079 und die hAAT-Expressions-
kassette bestehend aus CMV-Promotor, hAAT-cD-
NA, SV40 polyA. Durch Verdau von Plasmid pGS116
(siehe 1e) mit EcoRI und Hindlll und anschlielender
Auffillreaktion wurden die hAAT-Expressionskasset-
te isoliert und in Plasmid pGS119 (siehe 1b), nach
Verdau mit BamHI und Auffilllreaktion der 5'-Uber-
hange, einfugt. Plasmid pGS126 exprimiert somit die
Ad5 E1- und plIX-Proteine und hAAT.

g) Plasmid pGS123

[0061] Plasmid pGS123 enthalt zusatzlich zu der
hAAT-Expressionskassette eine Matrix-assoziierte
Region (MAR). Dieses MAR lokalisiert in einem 2085
by groRen EcoRI/Spel-Fragment aus der Intronregi-
on des Genlokus fir das humane AAT (GenBank Ac-
cession K02212). Dieses Fragment liegt kloniert in
pBluscript (pGS58) vor und wurde in die Eco-
RI-Schnittstelle nach Auffiillreaktion der 5'-Uberhan-
ge von pGS116 (siehe 1e) eingefiihrt.

h) Plasmid pGS127

[0062] Plasmid pGS127 enthalt den CMV-Promotor,
die cDNA flir das humane Erythropoietin (Epo) und
die SV40 polyA-Sequenz. Mit Hilfe eines Notl-Ver-
daus wurde das [-Galactosidasegen aus pCMVf
entfernt und durch die Epo-cDNA ersetzt.

2. Uberpriifung der Konstrukte
a) Sequenzanalyse

[0063] Die Vollstandigkeit aller oben beschriebenen
Plasmide wurde durch Restriktionsverdau uberpruft.
Weiterhin wurde die korrekte Sequenz der adenovira-
len Fragmente in pGS119, pGS122 und pGS126
durch Sequenzanalyse bestatigt; es wurden keine
Anderungen in der Sequenz im Vergleich zur Ad5
Wildtyp-Sequenz gefunden.

b) Expression

[0064] Plasmide pGS116, pGS129, pGS131,
pGS132, pGS133, pGS123 und pGS126 wurden in
HEK293-Zellen transfiziert und die Expression und
Sekretion von humanem Alphal-Antitrypsin (hAAT) in
den Kulturiiberstand mittels ELISA (siehe Kapitel 6b)
nachgewiesen. Plasmide pGS119 und pGS122 wur-
den in HelLa-Zellen transfiziert und die Expression
der E1B-Proteine mittels Western Blot unter Verwen-
dung eines monoklonalen Antikdrpers (siehe Kapitel
6a) analysiert.

[0065] Plasmid pGS124 wurde in HelLa- und
HEK293-Zellen transfiziert und die Expression des
T-Antigens mittels Western Blots und eines monoklo-
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nalen Antikérpers (Abcam, Cambridge, UK) nachge-
wiesen.

3. Kultivierung von Zellen
a) Zelllinien

[0066] Die Zellkulturreagenzien wurden, wenn nicht
anders angegeben, von der Firma Invitrogen GmbH
bezogen. HEK293- und HelLa-Zellen wurden in Modi-
fiziertem Eagles Medium (MEM) mit 10% fétalem Kal-
berserum (FCS), 1x Penicillin/Strepromycin bei 37°C,
95% Luftfuchtigkeit und 5% CO, kultiviert.

b) Primare Amniozyten

[0067] Primare Amniozyten wurden, entsprechen-
den Routinemethoden folgend, im Rahmen einer
Fruchtwasserpunktion gewonnen. Von dieser Punkti-
on wurden 1-2 ml mit 5 ml Ham's F10 Medium, 10%
FCS, 2% Ultroser G (CytoGen GmbH), 1x Antibioti-
kum/Antimycotikum, bei 37°C, 95% Luftfuchtigkeit
und 5% CO, in 6-cm-Primaria Zellkulturschalen (Fal-
con) kultiviert. Nach 4-6 Tagen begannen die Amnio-
zyten, adharent zu werden, und es wurden 3 ml fri-
sches Medium plus Zusatze (siehe oben) zugege-
ben. Waren die Zellen vollstandig adharent, wurde
das Medium abgenommen und durch 5 ml frisches
Medium plus Zusatze ersetzt. Fur die weiteren Pas-
sagen wurden die konfluenten Zellen mit PBS gewa-
schen, mit Trypsin (TrypleSelect, Invitrogen) abgeldst
und in 10 bzw. 25 ml frischem Medium plus Zusatze
auf 10-cm- bzw. 15-cm-Schalen ubertragen.

4. Transfektion und Transformation primarer Amnio-
zyten

[0068] Durch Transfektion verschiedener Kombina-
tionen der oben beschriebenen Plasmide wurden pri-
mare Amniozyten transfiziert, die transformierten
Zelllinien isoliert und auf Expression des Transgens
untersucht. Nachfolgend ist die Herstellung von
hAAT-exprimierenden Zelllinien mit Hilfe der Plasmi-
de pGS116 und -pGS119 im Detail beschrieben. Wei-
tere Zelllinien wurden auf dieselbe Weise mit folgen-
den Nukleinsaurekombinationen hergestellt:
— pSTK146 (enthalt Ad5-Sequenzen nt. 505 bis
3522) und pGS116 (enthalt die CMV-hAAT-Ex-
pressionskassette)
- pGS119 (enthalt Ad5-Sequenzen nt. 505 bis
4079) und pGS129 (enthalt die EF-1a-hAAT-Ex-
pressionskassette)
- pGS119 und pGS131
CAG-hAAT-Expressionskassette)
— pGS119 und pGS32 (enthalt die RSV-hAAT-Ex-
pressionskassette)

(enthalt  die

— pGS119 und pGS133 (enthalt die
SV40-hAAT-Expressionskassette)
- pGS119 und pGS123 (enthalt die

CMV-hAAT-Expressionskassette und MAR-Se-
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quenzen)

- pGS122 (enthalt Ad5-Sequenzen nt. 1 bis 4344)
und pGS116 (CMV-hAAT-Expressionskassette)

— pGS126 (enthalt Ad5-Sequenzen nt. 505 bis
4079 und die CMV-hAAT-Expressionskassette)

- pGS119 und pGS127 (enthalt die CMV-Epo-Ex-
pressionskassette)

— pGS124 (exprimiert T-Ag) und pGS116

[0069] Fur die Transfektion wurden alle Plasmide
auller pGS122 durch Verdau mit geeigneten Restrik-
tionsnukleasen vorher linearisiert. Plasmid pGS122
wurde vor der Transfektion mit Pmel verdaut, da je
eine Pmel-Schnittstelle die adenoviralen Sequenzen
in pGS122 flankiert. Wurden zwei Plasmide transfi-
ziert, so wurde von jedem Plasmid je 1 ug verwendet;
bei Transfektion von nur einem Plasmid (pGS126)
wurden 2 ug benutzt. Mit allen Nukleinsaurekombina-
tionen konnten transformierte Zellklone erhalten und
einzelne Klone isoliert und getestet werden. Die An-
zahl der transformierten Zellklone war abhangig vom
verwendeten  Nukleinsauremolekil, das den
zell-transformierenden Faktor codierte. So wurden
bei Verwendung der Plasmide pGS119 Uiberraschen-
der- und unerwarteterweise deutlich mehr transfor-
mierte Zellklone erhalten als mit pSTK146. Ferner
fuhrte die Transfektion mit Nukleinsduremolekilen
mit E1 als zell-transformierendem Faktor zu deutlich
mehr transformierten Zellklonen als die Transfektion
mit Nukleinsduremolekilen, die das SV40 T-Antigen
exprimierten (pGS124). Die Expression des rekombi-
nanten Polypeptids war wiederum abhangig vom ver-
wendeten Promotor, wobei die Verwendung des
SV40-Promotors in pGS133 die geringsten Expressi-
onsraten ergab.

[0070] Nachfolgend ist die Herstellung von
hAAT-exprimierenden Zelllinien mit Hilfe der Plasmi-
de pGS116 und pGS119 im Detail beschrieben.

[0071] Vor der Transfektion wurden die Amniozyten
schrittweise an Opti-Pro Medium mit 2% Ultroser ad-
aptiert. Dazu wurden die Zellen immer nach jeweils
2-3 Tagen mit frischem Ham's F10 Medium (mit Zu-
satzen) plus Opti-Pro Medium (mit 2% Ultroser) im
Verhaltnis 75:25%, 50:50%, 25:75% und 0:100% ver-
setzt.

[0072] Fur die Transfektion wurden die Zellen einer
ca. 80% konfluenten 15-cm-Schale auf sechs
6-cm-Schalen verteilt, was einer Zellzahl von 5-7 x
10° Zellen pro Schale entsprach. Am nachsten Tag
wurden die Zellen auf 5 Schalen mit je 1 ug pGS116
und pGS119, beide linearisiert mit Scal, unter Ver-
wendung des Transfektionsreagenz Effectene (Qia-
gen) nach Angaben des Herstellers transfiziert. Eine
Schale wurde untransfiziert als Kontrolle weiter kulti-
vert. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit PBS ge-
waschen, mit TrypleSelect abgel6st und auf je eine
15-cm-Schale Ubertragen. Die Zellen wurden flr wei-
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tere 10-15 Tage kultiviert, wobei alle 3-4 Tage das
Medium durch frisches Medium ersetzt wurde. Wah-
rend dieser Zeit wurde der Zusatz von Ultroser auf
1% gesenkt. Nach ca. 10-15 Tagen waren die Zellen
konfluent und wurden auf je zwei 15-cm-Schalen, wie
oben beschrieben, umgesetzt.

5. Isolierung der transformierten Zellklone

[0073] Wenige Wochen nach der Transfektion wa-
ren klonale Zellinseln zu beobachten, die sich mor-
phologisch deutlich von den nicht-transformierten
Amniozyten unterschieden. Diese Zellinseln wurden
gepickt und auf 24-well-Schalen ubertragen (ent-
spricht Passage 1). Die Zellen wurden weiter ver-
mehrt und erst auf 6-cm-, danach auf 15-cm-Schalen
Ubertragen.

[0074] Anfanglich wurden ca. 40 Klone isoliert, die
sich bei weiterer Kultivierung zum Teil deutlich mor-
phologisch unterschieden. Einige dieser Klone zeig-
ten bei langerer Kultivierung eine deutliche "Crisis",
d.h. sie verhielten sich in ihrem Wachstum sehr insta-
bil. Die weiteren Experimente wurden auf die Weiter-
kultivierung und Analyse von sieben morphologisch
stabilen Zellklonen beschrankt. Diese wurden wie
folgt bezeichnet: 2Al1.2, 2Al.3, 2Al.6. 2Al1.12, 2Al.15,
2A1.17, 2Al.18.

6. Charakterisierung der Zelllinien
a) Expression der E1-Gene (Western Blot)

[0075] Die Expression der E1A- und E1B-21kD-Pro-
teine in sieben klonalen Zelllinien wurden in Western
Blot Analysen unter Verwendung monoklonaler Anti-
kérper nachgewiesen.

[0076] Dazu wurden von den einzelnen Zellklonen 7
x 10° Zellen in je einer 6-well-Schale ausplattiert.
Zweiundsiebzig Stunden spater wurden die Zellen
mit Tris-Saline/4 mM EDTA abgelést, pelletiert, in 100
pl Tris-Saline aufgenommen und durch Zugabe von
30 pl 4x SDS-Ladepuffer (40% Gylcerin, 1,4 M Mer-
captoethanol, 8% SDS, 250 mM Tris/HCI pH 7) ly-
siert. Als Negativ-Kontrolle wurde Lysat verwendet,
welches aus derselben Zahl primarer Amniozyten
hergestellt worden war. Als Positiv-Kontrolle diente
Lysat aus HEK293-Zellen. Von diesen Proteingemi-
schen wurden je 10 yl auf einem 10%-igen SDS-Po-
lyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die memb-
rangebundenen Proteine wurden durch Inkubation
mit einem Anti-E1A bzw. Anti-E1B-21kD-Antikorper
(Oncogene Research) und einem HRP-gekoppelten
Anti-Maus- (E1A, Jackson ImmunoResearch Labora-
tories) bzw. Anti-Ratte- (E1B-21 kD, Oncogene Re-
search) Antikérper und anschlieRender Inkubation
mit Chemolumineszenz (ECL, Amersham) sichtbar
gemacht. Die Ergebnisse der Western Blots mit E1A
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und E1B sind in Fig. 3 dargestellt und zeigen, dass
alle untersuchten Zelllinien die E1A-Proteine (3 Ban-
den bei 30 — 50 kD) und das E1B 21-kD-Protein ex-
primieren.

b) hAAT-Expression (Western Blot)

[0077] Die Expression von hAAT wurde intrazellular
(in den klonalen Zelllinien) bzw. nach Sekretion (im
Medium) ebenfalls mit Hilfe von Western Blot Analy-
sen unter Verwendung eines monoklonalen
hAAT-spezifischen Antikdrpers nachgewiesen. Dazu
wurden von den einzelnen Zellklonen 7 x 10° Zellen
in je eine 6-well-Schale plattiert. Als negative Kontrol-
le wurde dieselbe Zellzahl eines Zellklons verwendet,
der durch Transfektion primarer Amniozyten nur mit
pGS119 hergestellt worden war. Als positive Kontrol-
le dienten im anschlieBenden Assay 50 ng gereinig-
tes hAAT aus humanem Plasma.

[0078] Zweiundsiebzig Stunden spater wurden die
Zellkulturiberstande abgenommen, die Zellen mit
Tris-Saline/4 mM EDTA abgel6st, pelletiert, in 100 pl
Tris-Saline aufgenommen und durch Zugabe von 30
pl 4x SDS-Ladepuffer lysiert. Fur den Nachweis des
intrazellularen hAAT wurden 10 pl des Proteingemi-
sches der lysierten Zellen elektrophoretisch aufge-
trennt und mit Hilfe eines monoklonalen hAAT-Anti-
korpers (ICN Biomedicals) und eines HRP-gekoppel-
ten Anti-Ziege Antikorpers (Pierce) mit anschlieen-
der Chemolumineszenz-Farbung sichtbar gemacht.
Zum Nachweis von sezerniertem hAAT wurden 10 pl
des Zellkulturmediums mit 2x SDS-Ladepuffer ver-
setzt, elektrophoretisch aufgetrennt und wie oben be-
schrieben detektiert. Fig. 4A zeigt das aus den Zellen
in den Kulturiberstand sezernierte hAAT, die intrazel-
luldre Expression von hAAT ist in Fig. 4B dargestellit.
Das Lysat fir den intrazellularen Nachweis von
hAATs ist im Gegensatz zum Zellkulturiberstand ca.
20-fach konzentriert. Dies bedeutet, dass hAAT sehr
effizient von den Zellen sezerniert wird.

¢) Quantitat und Stabilitat der hAAT-Expression Uber
mehrere Passagen (ELISA)

[0079] Die Menge des in das Medium sezernierten
hAAT wurde quantitativ mit Hilfe der ELISA (Enzy-
me-linked Immunosorbent Assay)-Methode be-
stimmt. Dazu wurden 7 x 10° Zellen der verschiede-
nen klonalen Linien in je eine 6-well-Schale plattiert
und nach 72 Stunden wurden die Zellkulturiberstan-
de abgenommen. Die Menge an hAAT wurde mittels
ELISA unter Verwendung von polyklonalen An-
ti-hAAT-Antikérpern (ungekoppelt und HRP-gekop-
pelt; ICN Biomedicals) bestimmt. Als Kontrolle wurde
aus humanem Plasma gereinigtes hAAT (ICN Biome-
dicals) verwendet. Fig. 5A zeigt die Menge an hAAT
pro Zelle, exprimiert in Passage 5 der einzelnen Zell-
klone. Die Stabilitdt der Expression in ausgewahlten
Zellklonen Uber mehrere Passagen ist in Fig. 5B dar-
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gestellt. Die untersuchten Zelllinien exprimieren kon-
stant Uber den erfafdten Zeitraum von ca. 20 Passa-
gen zwischen 0.2 und 4 pg hAAT pro Zelle.

d) Glykoanalyse von hAAT

[0080] Da es sich bei hAAT um ein Glykoprotein
handelt, wurde der Grad der Glykosylierung von
hAAT in den einzelnen Zellklonen untersucht. Dazu
wurden die Zellklone vorab schrittweise an Opti-Pro
Medium ohne Ultroser adaptiert, was bewirkt, dass
die Zellen nicht mehr adhéarent sind, sondern in Sus-
pension wachsen. Um zu testen, ob das in den Kul-
turiberstand sezernierte hAAT glykosyliert wird, wur-
de ein Verdau mit dem Enzym Peptid-N-Glykosidase
F (PNGase F) durchgefiihrt. Dieses Enzym spaltet an
Asparaginresten (N-linked) angehangte Zuckerreste
ab, wodurch sich das Molekulargewicht des Proteins
verringert. Von dem Zellkulturiiberstand der einzel-
nen Zellklone wurden 22.5 pl mit 2.5 pl Deanturie-
rungspuffer (10fach: 5% SDS, 10% B-Mercaptoetha-
nol) versetzt und die Proteine fur 10 Minuten bei
100°C denaturiert. Danach wurden den Proteinen je
3.5 pl G7-Reaktionspuffer (10fach: 500 mM Na-Phos-
phat pH 7.5), 3.5 yl 10% NP-40 und 3 yl PNGase F
(New England Biolabs; 500 units/ul) zugegeben und
fur 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Als Kontrollen wur-
den je 45 ng gereinigtes hAAT aus humanem Plasma
in 25 pl Opti-Pro Medium wie oben beschrieben de-
naturiert und mit PNGase F bzw. H,O versetzt. Die
Veranderungen im Molekulargewicht von hAAT wur-
den abschlielRend wie unter 6b) beschrieben mittels
Western Blot Analysen unter Verwendung eines mo-
noklonalen hAAT-spezifischen AntikOrpers nachge-
wiesen. Fig. 6 zeigt die Veranderung im Molkularge-
wicht nach Verdau mit PNGase F von hAAT, expri-
miert in 4 verschiedenen Zellklonen, bzw. hAAT ge-
reinigt aus humanem Plasma. Diese Experimente
zeigen deutlich, dass das in den einzelnen Zellklonen
produzierte hAAT glykosyliert ist.

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.
Dieses kann von der amtlichen Veroffentli-
chungsplattform des DPMA heruntergeladen
werden.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung einer permanenten
humanen Zelllinie, wobei isolierte primare humane
Zellen mit einem Nukleinsduremolekil oder mindes-
tens zwei verschiedenen Nukleinsauremolekilen
transfiziert werden, und falls ein Nukleinsauremole-
kil transfiziert wird, das Nukleinsauremolekil eine
Sequenz aufweist, die die Expression von mindes-
tens einem Zell-transformierenden Faktor und die
Expression eines rekombinanten Polypeptids er-
laubt, und falls mindestens zwei verschiedene Nukle-
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insauremolekile transfiziert werden, ein erstes Nuk-
leinsauremolekiil eine Sequenz aufweist, die die Ex-
pression von mindestens einem zell-transformieren-
den Faktor erlaubt, und ein zweites Nukleinsauremo-
lekil eine Sequenz aufweist, die die Expression min-
destens eines rekombinanten Polypeptids erlaubt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die prima-
ren humanen Zellen Amniozyten, embryonale Reti-
nazellen sowie embryonale Zellen neuronalen Ur-
sprungs sind.

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, wobei die Zell-transformierenden Fakto-
ren T-Antigen von SV40, E6- und E7 von HPV oder
E1A und E1B von humanen Adenoviren sind.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Se-
quenz fur E1A und E1B von humanen Adenoviren die
Nukleotide 1 bis 4344, 505 bis 3522 oder die Nukleo-
tide 505 bis 4079 des humanen Adenovirus Serotyp
5 umfasst.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, wobei das rekombinante Polypeptid ein
Hormon, ein Blutgerinnungsfaktor, ein Wachstums-
faktor, der Coxsackie- und Adenovirus-Rezeptors
(CAR), ein Antikorper, ein virales, bakterielles oder
parasitares Antigen, oder Komplementationsfaktoren
zur Herstellung von rekombinanten Viren ist.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, wobei falls die Zell-transformierenden
Faktoren E6- und E7 von HPV sind, die Sequenzen
fur E6 auf einem Nukleinsduremolekll und die Se-
quenzen fur E7 auf einem anderen verschiedenen
Nukleinsauremolekil liegen, und falls die Zell-trans-
formierenden Faktoren E1A- und E1B von humanen
Adenoviren sind, die Sequenzen fir E1A auf einem
Nukleinsauremolekiil und die Sequenzen fur E1B auf
einem anderen verschiedenen Nukleinsduremolekl
liegen.

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei Sequenzen
fur das rekombinante Polypeptid auf einem der bei-
den Nukleinsduremolekiile fir einen Zell-transformie-
renden Faktor liegt.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, wobei die Sequenz, die die Expression
eines Zell-transformierenden Faktors oder eines re-
kombinanten Polypeptids erlaubt, einen heterologen
Promotor und/oder ein heterologes transkriptionelles
Terminationselement aufweist.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei der Promo-
tor der CMV- (Cytomegalievirus-) Promotor,
EF-1a-Promotor, CAG-Promotor, humaner oder mu-
riner pgk-Promotor, RSV-Promotor oder SV40-Pro-
motor ist, und das transkriptionelle Terminationsele-

2007.05.24

ment die Polyadenylierungssequenzen des SV40
Large T-Antigens oder des humanen G-CSF-Gens
ist.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, wobei die Sequenz, die die Expression
des rekombinanten Polypeptids erlaubt, Erkennungs-
sequenzen fir Rekombinasen enthalt, die die codie-
rende Sequenz des rekombinanten Polypeptids oder
die vollstandige Expressionskassette des rekombi-
nanten Polypeptids flankieren.

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die Er-
kennungssequenzen loxP-, attB/attP- oder Frt-Se-
quenzen sind.

12. Permanente humane Zelllinien, erhaltlich
nach einem Verfahren nach einem der Anspriiche 1
bis 11.

13. Verwendung der Zelllinien nach Anspruch 12
fur die Herstellung eines Polypeptids.

14. Verwendung der Zelllinien nach Anspruch 12
fur die Herstellung von viralen Gentransfer-Vektoren.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Fig. 2
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Fig. 4

9|03u0y|

8LIVZ —

LLIVZ —

SLIive—

CLIVZ —

9IVZ —

eIve —

L'IvZ —|

bu 05 1vvy—

25— -

20 —

3]j0J3U0Y| ]

gLIvVZ —|°

LLIVE —-

SLIVZ —

2LIVZ —

9'Ive —

€Ive —

L'IVZ —

Bu 05 1vvy—

m

100 —

75 | aw——

50 —

37 —*

25—}

20 —

18/20



DE 10 2005 054 628 A1 2007.05.24

Fig. 5
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Fig. 6
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