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Beskrivelse

BAKGRUNN

Området for oppfinnelsen

[0001] Oppfinnelsen tilveiebringer å eksprimere rekombinante proteiner i eukaryote celler. 
Spesielt gjelder oppfinnelsen framgangsmåter for forbedret ekspresjon av proteiner i 
eukaryote celler ved å anvende ekspresjonsforsterkende nukleotidsekvenser. 
Oppfinnelsen gjelder sekvenser med regioner med forsterket ekspresjon og stabilitet 
(EESYR) som letter forsterket og stabil ekspresjon av rekombinante proteiner i eukaryote 
celler, og framgangsmåter for å bruke slike sekvenser.

Beskrivelse av relatert teknikk

[0002] Utviklingen av ekspresjonssystemer er et viktig mål for å tilveiebringe en pålitelig og 
effektiv kilde av et gitt protein for forskning og terapeutisk bruk. Rekombinant 
proteinekspresjon i pattedyrceller er ofte foretrukket for å produsere terapeutiske proteiner 
på grunn av for eksempel evnen pattedyrs ekspresjonssystemer har til å modifisere 
rekombinante proteiner høvelig etter translasjon.

[0003] Flere vektorer er tilgjengelig for ekspresjon i pattedyrverter, som hver inneholder 
ulike kombinasjoner av cis- og, i noen tilfeller, trans-regulerende elementer for å oppnå 
høye nivåer av rekombinant protein med korte inkubasjonstider. Til tross for 
tilgjengeligheten av mange slike vektorer er ekspresjonen av et rekombinant protein som 
oppnås i pattedyrsystemer ofte uakseptabelt lav eller på annen måte utilfredsstillende. 
Dessuten krever det å utvikle en cellelinje som pålitelig eksprimerer tilstrekkelig høye 
nivåer av et ønsket protein, ofte tidkrevende klonings- og amplifikasjonstrinn. Følgelig 
finnes det i teknikken et behov for forbedrede pattedyrekspresjonsystemer.

[0004] Schmerling Doron et al. beskriver sterk og ubikvitær ekspresjon av transgener 
målrettet inn i beta-aktin-locus ved hjelp av loxP-Cre-kassettutskifting (Journal of Genetics 
and Development, vol.42, s. 229–235 (2005)).

KORT SAMMENDRAG

[0005] Oppfinnelsen tilveiebringer en isolert celle som omfatter en 
ekspresjonsforsterkende sekvens valgt blant SEKV ID NR: 1, 3 eller 5, og minst ett 
rekombinasegjenkjenningssete som befinner seg i en nukleotidsekvens i SEKV ID NR: 1, 
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3 eller 5. Oppfinnelsen tilveiebringer også en CHO-celle som omfatter en 
ekspresjonsforsterkende sekvens som er nukleotidene 6 400–6 500 i SEKV ID NR: 5, 
videre omfatter minst ett rekombinasegjenkjenningssete flankert 5' eller 3' av et humant 
gen av interesse (GOI), der det humane GOI-et opsjonelt er flankert 5' av det første 
rekombinasegjenkjenningssetet, og CHO-cellen videre omfatter et andre 
rekombinasegjenkjenningssete som flankerer 3' det humane GOI-et. Oppfinnelsen 
tilveiebringer videre en isolert celle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens 
valgt blant SEKV ID NR: 1, 3 eller 5 og minst ett eksogent tillagt GOI i den 
ekspresjonsforsterkende sekvensen.

[0006] Oppfinnelsen tilveiebringer i tillegg en framgangsmåte for å lage et protein av 
interesse, som omfatter: (a) å tilveiebringe en vertcelle som omfatter en 
ekspresjonsforsterkende sekvens valgt blant SEKV ID NR: 1, 3 eller 5, eller nukleotidene 
6 400–6 500 i SEKV ID NR: 5, (b) å sette inn i vertcellen, innenfor den 
ekspresjonsforsterkende sekvensen, et gen av interesse (GOI) som er funksjonelt knyttet 
til en promotor; (c) å opprettholde vertcellen i (a) under betingelser som gjør at GOI-et kan 
eksprimere et protein av interesse; og (d) å hente ut proteinet av interesse. Oppfinnelsen 
tilveiebringer videre bruk av oppfinnelsens isolerte celle eller oppfinnelsens isolerte CHO-
celle for å lage et antistoff eller fragment av dette.

[0007] Her er også beskrevet en isolert nukleotidsekvens som omfatter en 
ekspresjonsforsterkende sekvens valgt blant en sekvens i SEKV ID NR:1-6, eller et 
ekspresjonsforsterkende fragment av dette.

[0008] De ekspresjonsforsterkende sekvensene som er beskrevet her, omfatter en 
ekspresjonsforsterkende sekvens med SEKV ID NR:5 som befinner seg i en posisjon 
innenfor SEKV ID NR:5 valgt blant nukleotider som strekker seg over posisjonene med 
nummer 10-13 515; 20-12 020; 1 020-11 020; 2 020-10 020; 3 020-9 020; 4 020-8 020; 
5 020-7 020; 6 020-6 920; 6 120-6 820; 6 220-6 720; 6 320-6 620; 6 420-6 520; 6 460-
6 500; 6 470-6 490; og 6 475-6 485. Andre ekspresjonsforsterkende sekvenser som er 
beskrevet her, er valgt fra gruppen som består av nukleotidene 5 000-7 400 i SEKV ID 
NR:5; 5 000-6 500 i SEKV ID NR:5; 6 400-7 400 i SEKV ID NR:5; og nukleotidene 6 400-
6 500 i SEKV ID NR:5.

[0009] Rekombinasjongjenkjenningssetet kan være posisjonert som beskrevet ovenfor og 
tilveiebringe at den ekspresjonsforsterkende sekvensen omfatter en sekvens som er minst 
90 prosent identisk, mer foretrukket minst 95 prosent identisk, mest foretrukket minst 99 
prosent identisk, med den ekspresjonsforsterkende sekvensen i SEKV ID NR:5 eller et 
ekspresjonsforsterkende fragment av denne.

[0010] De ekspresjonsforsterkende sekvensene kan videre omfatte minst ett 
rekombinasegjenkjenningssete som omfatter en sekvens uavhengig valgt blant et loxP-
sete, et lox 511-sete, et lox 2272-sete, og et frt-sete. Rekombinasegjenkjenningssetet kan 
være innenfor den ekspresjonsforsterkende sekvensen. Rekombinasegjenkjenningssetet 
kan være umiddelbart tilstøtende i 5'-retningen mot det terminale nukleotidet i 5'-enden, 
eller umiddelbart tilstøtende i 3'-retningen mot det terminale nukleotidet i 3'-enden av den 
ekspresjonsforsterkende sekvensen.

NO/EP2150617



3

[0011] Minst to rekombinasegjenkjenningsseter kan være til stede innenfor den 
ekspresjonsforsterkende sekvensen. To rekombinasegjenkjenningsseter med motsatt 
orientering kan være til stede innenfor den ekspresjonsforsterkende sekvensen. Tre 
rekombinasegjenkjenningsseter kan være til stede innenfor den ekspresjonsforsterkende 
sekvensen.

[0012] Videre er her beskrevet en isolert nukleotidsekvens som omfatter en 
ekspresjonsforsterkende sekvens som er minst 80 prosent identisk, fortrinnsvis minst 90 
prosent identisk, mer foretrukket minst 95 prosent identisk, mest foretrukket minst 99 
prosent identisk med en ekspresjonsforsterkende sekvens i SEKV ID NR:1–6 eller et 
ekspresjonsforsterkende fragment av denne. Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan 
oppvise den nevnte identiteten med en sekvens i SEKV ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0013] Her er beskrevet en isolert eukaryot celle som omfatter en ekspresjonsforsterkende 
sekvens valgt blant SEKV ID NR:1-6, eller et ekspresjonsforsterkende fragment av dette. 
Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan omfatte en ekspresjonsforsterkende sekvens 
i SEKV ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0014] Den eukaryote cellen kan være en muse-, rotte-, hamster-, eller human celle. Den 
eukaryote cellen kan være en CHO-celle.

[0015] Den eukaryote cellen kan videre omfatte minst én 
rekombinasegjenkjenningssekvens innenfor den ekspresjonsforsterkende sekvensen. Den 
minst ene rekombinasegjenkjenningssekvensen kan være uavhengig valgt blant et loxP-
sete, et lox 511-sete, et lox 2272-sete, og et frt-sete. Rekombinasegjenkjenningssetet kan 
være umiddelbart tilstøtende i 5'-retningen mot det terminale nukleotidet i 5'-enden, eller 
umiddelbart tilstøtende i 3'-retningen mot det terminale nukleotidet i 3'-enden av den 
ekspresjonsforsterkende sekvensen.

[0016] Minst to rekombinasegjenkjenningsseter kan være til stede innenfor den 
ekspresjonsforsterkende sekvensen. To rekombinasegjenkjenningsseter med motsatt 
orientering kan være til stede innenfor den ekspresjonsforsterkende sekvensen. Tre 
rekombinasegjenkjenningssekvenser kan være til stede, og én av de tre 
rekombinasegjenkjenningssekvensene er i en orientering motsatt de to gjenværende 
rekombinasegjenkjenningssekvensene.

[0017] Som beskrevet her kan rekombinasegjenkjenningssetet i den 
ekspresjonsforsterkende sekvensen i SEKV ID NR:5 befinne seg i en posisjon innenfor 
SEKV ID NR:5 valgt blant nukleotider som strekker seg over posisjonene med nummer 10-
13 515; 20-12 020; 1 020-11 020; 2 020-10 020; 3 020-9 020; 4 020-8 020; 5 020-7 020; 
6 020-6 920; 6 120-6 820; 6 220-6 720; 6 320-6 620; 6 420-6 520; 6 460-6 500; 6 470-
6 490; og 6 475-6 485. Rekombinasegjenkjenningssetet kan være i en sekvens som er 
valgt fra gruppen som består av nukleotidene 5 000-7 400 i SEKV ID NR:5; 5 000-6 500 i 
SEKV ID NR:5; 6 400-7 400 i SEKV ID NR:5; og nukleotidene 6 400-6 500 i SEKV ID 
NR:5. Rekombinasegjenkjenningssetet kan befinne seg innenfor nukleotidene 6 400–
6 500 i SEKV ID NR:5. Rekombinasegjenkjenningssetet kan settes inn før, etter, eller 
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innenfor «act»-tripletten av nukleotidene 6 471 til 6 473 i SEKV ID NR:5 i en 
ekspresjonsforsterkende sekvens i SEKV ID NR:5.

[0018] Rekombinasjongjenkjenningssetet kan være posisjonert som beskrevet ovenfor, 
med det forbehold at den ekspresjonsforsterkende sekvensen omfatter en sekvens som er
minst 90 prosent identisk, mer foretrukket minst 95 prosent identisk, mest foretrukket minst 
99 prosent identisk, med den nukleotidene 5 218 til 6 048 i SEKV ID NR:5 eller et 
ekspresjonsforsterkende fragment av dette.

[0019] Cellen kan være en CHO-celle der rekombinasegjenkjenningssetet settes inn i 
CHO-cellegenomet ved eller innenfor «act»-tripletten av nukleotidene 6 471 til 6 473 i 
SEKV ID NR:5.

[0020] Et første GOI kan settes innenfor den ekspresjonsforsterkende sekvensen i SEKV 
ID NR:5 som beskrevet ovenfor, og det første GOI-et opsjonelt funksjonelt knyttet til en 
promotor, der det promotor-tilknyttede GOI-et (eller GOI-et) er flankert 5' av et første 
rekombinasegjenkjenningssete og 3' av et andre rekombinasegjenkjenningssete. Et andre 
GOI kan settes inn 3' på det andre rekombinasegjenkjenningssetet, og det andre GOI-et 
flankert 3' av et tredje rekombinasegjenkjenningssete.

[0021] GOI-et kan være funksjonelt knyttet til en promotor som er i stand til å drive 
ekspresjon av GOI-et, der promotoren omfatter en eukaryot promotor som kan reguleres 
av en aktivator eller hemmer. Den eukaryote promotoren kan være funksjonelt knyttet til 
en prokaryot operator, og den eukaryote cellen kan opsjonelt videre omfatte et prokaryot 
repressorprotein.

[0022] Én eller flere valgbare markører kan være inkludert mellom det første og det andre 
og/eller det andre og det tredje rekombinasegjenkjenningssetet. Det første og/eller det 
andre genet av interesse og/eller den ene eller flere valgbare markørene kan være 
funksjonelt knyttet til en promotor, der promotoren kan være den samme eller ulik. 
Promotoren kan omfatte en eukaryot promotor (så som for eksempel en CMV-promotor), 
opsjonelt kontrollert av en prokaryot operator (så som for eksempel en tet-operator). 
Cellen kan videre omfatte et gen som koder en prokaryot repressor (så som for eksempel 
en tet-repressor).

[0023] Cellen kan videre omfatte et gen som er i stand til å eksprimere en rekombinase. I 
en spesifikk utførelsesform er rekombinasen en Cre-rekombinase.

[0024] En isolert eukaryot celle også beskrevet her som omfatter en 
ekspresjonsforsterkende sekvens som er minst 80 prosent, fortrinnsvis minst 90 prosent, 
mer foretrukket minst 95 prosent, mest foretrukket minst 99 prosent identisk med en 
ekspresjonsforsterkende sekvens i SEKV ID NR: 1–6 eller et ekspresjonsforsterkende 
fragment av dette. Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan være en sekvens i SEKV 
ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0025] Her er beskrevet en eukaryot vertcelle som omfatter en ekspresjonsforsterkende 
sekvens valgt fra SEKV ID NR:1-6 eller et ekspresjonsforsterkende fragment av dette, som 
omfatter et første rekombinasegjenkjenningssete fulgt av en første eukaryot promotor, et 
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første markørgen, en andre eukaryot promotor, et andre markørgen, et andre 
rekombinasegjenkjenningssete, en tredje eukaryot promotor, et tredje markørgen, og et 
tredje rekombinasegjenkjenningssete. Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan være i 
SEKV ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0026] Det første, andre og tredje rekombinasegjenkjenningssetet kan være ulike. 
Rekombinasegjenkjenningssetene kan være valgt blant et loxP-sete, et lox 511-sete, et lox 
2272-sete, og et frt-sete.

[0027] Det første markørgenet kan være et legemiddelresistensgen. 
Legemiddelresistensgenet kan være et puromycinresistensgen. Det andre og tredje 
markørgenet kan kode to ulike fluorescerende proteiner. De to ulike fluorescerende 
proteinene kan være valgt blant Discosoma coral (DsRed), grønt fluorescerende protein 
(GFP), forsterket grønt fluorescerende protein (eGFP), cyan-fluorescerende protein (CFP), 
forsterket cyan-fluorescerende protein (eCFP), og gult fluorescerende protein (YFP). De to 
ulike fluorescerende proteinene kan være eCFP og DsRed.

[0028] Den første, andre og tredje promotoren kan være den samme. Den første, andre 
og tredje promotoren kan være ulike. Den første promotoren kan være ulik den andre og 
tredje promotoren, og den andre og tredje promotoren er den samme. Den første 
promotoren kan være en SV40-senpromotor, og den andre og tredje promotoren er hver 
en human CMV-promotor.

[0029] En eukaryot vertcelle også beskrevet her, som omfatter en 
ekspresjonsforsterkende sekvens valgt fra SEKV ID NR:1-6, eller et 
ekspresjonsforsterkende fragment av dette, minst ett rekombinasegjenkjenningssete i den 
ekspresjonsforsterkende sekvensen, og minst ett gen av interesse (GOI) i den 
ekspresjonsforsterkende sekvensen. Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan være 
en sekvens i SEKV ID NR:5, som beskrevet ovenfor.

[0030] Cellen beskrevet her kan omfatte et første rekombinasegjenkjenningssete fulgt av 
en første promotor funksjonelt knyttet til et første GOI. Det første GOI-et kan være fulgt av 
et andre rekombinasegjenkjenningssete. Det andre rekombinasegjenkjenningssete kan 
være fulgt av en andre promotor funksjonelt knyttet til et andre GOI. Det andre GOI-et kan 
være fulgt av et tredje rekombinasegjenkjenningssete. Minst én markør kan være 
funksjonelt knyttet til en tredje promotor og befinne seg mellom det andre 
rekombinasegjenkjenningssetet og den andre promotoren. Det første 
rekombinasegjenkjenningssetet kan være orientert i en motsatt orientering av det andre og 
tredje rekombinasegjenkjenningssetet. Den første og andre promotoren kan være 
eukaryote promotorer funksjonelt knyttet til en prokaryot operator. Den første og andre 
promotoren kan være CMV-promotorer funksjonelt knyttet til tet-operatorsekvenser. Cellen 
kan videre omfatte et gen som er i stand til å eksprimere en prokaryot repressor. Den 
prokaryote repressoren kan være en tet-repressor. Cellen kan omfatte et gen som er i 
stand til å eksprimere en Cre-rekombinase.

[0031] Et første og et andre markørgen kan befinne seg mellom det andre 
rekombinasegjenkjenningssetet og den andre promotoren, og en IRES er mellom det 
første og andre markørgenet. Det første kodonet (ATG) på det første markørgenet kan 
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være umiddelbart 5' til det andre rekombinasegjenkjenningssetet, og det andre kodonet på 
det første markørgenet er umiddelbart 3' til det andre rekombinasegjenkjenningssetet. Det 
første markørgenet kan inneholde et intron, og det andre rekombinasegjenkjenningssetet 
befinner seg i intronet, slik at den amino-terminale halvdelen av det første markørgenet og 
5'-halvdelen av intronet befinner seg 5' av det andre rekombinasegjenkjenningssetet, og 
3'-halvdelen av intronet og den karboksy-terminale halvdelen av det første markørgenet er 
umiddelbart 3' til det andre rekombinasegjenkjenningssetet.

[0032] Det første, andre og tredje rekombinasegjenkjenningssetet kan være ulike. 
Rekombinasegjenkjenningssetene kan være valgt blant et loxP-sete, et lox 511-sete, et lox 
2272-sete, og et frt-sete.

[0033] Det første markørgenet kan være et legemiddelresistensgen. 
Legemiddelresistensgenet kan være et hygromycinresistensgen. Det andre markørgenet 
kan kode et fluorescerende protein. Det fluorescerende proteinet kan være valgt blant 
DsRed, GFP, eGFP, CFP, eCFP og YFP.

[0034] Den første, andre og tredje promotoren kan være den samme. Den første, andre 
og tredje promotoren kan være ulike. Den tredje promotoren kan være ulik den første og 
andre promotoren, og den første og andre promotoren den samme. Den tredje promotoren 
kan være en SV40-senpromotor, og den første og andre promotoren er hver en human 
CMV-promotor.

[0035] Den første og andre promotoren kan være funksjonelt knyttet til en prokaryot 
operator. Operatoren kan være en tet-operator.

[0036] Vertcellelinjen kan ha et eksogent tillagt gen som koder en rekombinase integrert i 
genomet sitt, funksjonelt knyttet til en promotor. Rekombinasen kan være en Cre-
rekombinase. Vertcellen kan ha et gen som koder et regulerende protein integrert i 
genomet sitt, funksjonelt knyttet til en promotor. Det regulerende proteinet kan være et tet-
repressorprotein.

[0037] Det første GOI-et og det andre GOI-et kan kode en lett kjede, eller fragment av 
dette, av et antistoff, eller en tung kjede, eller fragment av dette, av et antistoff. Det første 
GOI-et kan kode en lett kjede av et antistoff, og det andre GOI-et kan kode en tung kjede 
av et antistoff.

[0038] Her beskrives en framgangsmåte for å lage et protein av interesse, som omfatter: 
(a) å tilveiebringe en vertcelle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens valgt fra 
en sekvens i SEKV ID NR:1–6; (b) å føre inn i vertcellen, innenfor den 
ekspresjonsforsterkende sekvensen, et gen av interesse (GOI) som er funksjonelt knyttet 
til en promotor; (c) å opprettholde vertcellen i (a) under betingelser som gjør at GOI-et kan 
eksprimere et protein av interesse; og (c) å hente ut proteinet av interesse.

[0039] Cellen kan være en CHO-celle, og nukleotidsekvensen er en 
ekspresjonsforsterkende sekvens i SEKV ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0040] GOI-et kan settes inn i cellen ved hjelp av en målrettet vektor for homolog 
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rekombinasjon, der den målrettede vektoren omfatter en 5'-homologiarm homolog med en 
sekvens til stede i minst én av SEKV ID NR:1-6, et GOI, og en 3'-homologiarm homolog 
med en sekvens til stede i minst én av SEKV ID NR:1-6. Konstruktet kan videre omfatte to, 
tre, fire, eller fem eller flere gener av interesse. Ett eller flere av genene av interesse kan 
være funksjonelt knyttet til en promotor.

[0041] GOI-et kan settes inn ved hjelp av en integraseteknologi, for eksempel 
integraseteknologi som gjør bruk av att-seter, så som Invitrogen's Gateway™ og Multisite 
Gateway™ kloningssystemer som gjør bruk av att-seterekombinasjon med bakteriofag 
lambda.

[0042] Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan omfatte ett eller flere 
rekombinasegjenkjenningsseter som beskrevet ovenfor, og GOI-et settes inn i den 
ekspresjonsforsterkende sekvensen gjennom handlingen til en rekombinase som 
gjenkjenner rekombinasegjenkjenningssetet.

[0043] Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan omfatte to 
rekombinasegjenkjenningsseter.

[0044] Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan omfatte et første, et andre og et 
tredje rekombinasegjenkjenningssete. Det første, andre og tredje 
rekombinasegjenkjenningssetet kan være ulike. Det første, andre og tredje 
rekombinasegjenkjenningssetet kan være i ulik orientering. Det første setet kan være 5' til 
det andre setet, og det andre setet 5' til det tredje setet. Det andre og tredje setet kan 
være i motsatt orientering i forhold til det første setet.

[0045] Et første og et andre GOI settes inn i den ekspresjonsforsterkende sekvensen. Det 
første GOI-et kan settes inn mellom det første og det andre 
rekombinasegjenkjenningssetet, og det andre GOI-et settes inn mellom det andre og det 
tredje rekombinasegjenkjenningssetet. Rekombinasegjenkjenningssetene kan være 
uavhengig valgt blant et loxP-sete, et lox 511-sete, et lox 2272-sete, og et frt-sete.

[0046] Det første GOI-et flankert av rekombinasegjenkjenningsseter på en første vektor og 
det andre GOI-et flankert av rekombinasegjenkjenningsseter på en andre vektor kan 
settes inn i en celle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens som omfatter tre 
rekombinasegjenkjenningsseter i et enkelt trinn.

[0047] GOI-et kan være funksjonelt knyttet til en eukaryot promotor. Den eukaryote 
promotoren kan være funksjonelt knyttet til en prokaryot operator. Den eukaryote 
promotoren kan være en CMV-promotor, og den prokaryote operatoren en tet-operator.

[0048] Cellen kan omfatte et gen som er i stand til å eksprimere en prokaryot repressor. 
Den prokaryote repressoren kan være en tet-repressor.

[0049] Cellen kan omfatte et gen som er i stand til å eksprimere en rekombinase. 
Rekombinasen kan være en Cre-rekombinase.

[0050] En eukaryot celle er også beskrevet her, der den eukaryote cellen omfatter minst 
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én ekspresjonsforsterkende sekvens i SEKV ID NR:1-6 og minst ett eksogent tilsatt gen i 
den ekspresjonsforsterkende sekvensen. Det eksogent tilsatte genet kan være funksjonelt 
knyttet til en eksogent tilsatt promotor.

[0051] Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan være en sekvens i SEKV ID NR:5, og 
det minst ene eksogent tilsatte genet integrert eller innsatt i den ekspresjonsforsterkende 
sekvensen er et humant gen. Den eukaryote cellen kan være en CHO-celle, det eksogent 
tilsatte genet er et humant gen, og det humane genet er funksjonelt knyttet til en eksogent 
tilsatt eukaryot promotor.

[0052] Her er også beskrevet en målrettet vektor for homolog rekombinasjon, der den 
målrettede vektoren omfatter en 5'-homologiarm, et GOI og en 3'-homologiarm, der hver 
homologiarm er homolog med en sekvens i én av SEKV ID NR:1-6. 5'- og 3'-
homologiarmene kan være homologe med sekvenser i SEKV ID NR:5. Den målrettede 
vektoren kan omfatte to, tre, fire, eller fem eller flere gener av interesse. GOI-et kan være 
funksjonelt knyttet til en promotor. Hvert av de to, tre, fire, eller fem eller flere av genene 
av interesse kan være funksjonelt knyttet til en promotor.

[0053] Her er videre beskrevet en ekspresjonsvektor som omfatter en 
ekspresjonsforsterkende nukleotidsekvens valgt blant SEKV ID NR: 1–6 eller et 
ekspresjonsforsterkende fragment av dette. Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan 
være i SEKV ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0054] Vektoren kan videre omfatte en promotor. Promotoren kan være en human CMV-
promotor.

[0055] Vektoren kan videre omfatte et kloningssete for et eksprimerbart gen av interesse 
(GOI). Nukleotidsekvensen valgt blant SEKV ID NR: 1-6 eller ekspresjonsforsterkende 
fragment av dette kan befinne seg 3' i forhold til kloningssetet for det eksprimerbare GOI-
et. Nukleotidsekvensen valgt blant SEKV ID NR: 1-6 eller ekspresjonsforsterkende 
fragment av dette kan befinne seg 5' i forhold til kloningssetet for det eksprimerbare GOI-
et.

[0056] Vektoren kan omfatte en nukleotidsekvens valgt blant SEKV ID NR:1-6 eller et 
ekspresjonsforsterkende fragment, en human CMV-promotor, et GOI, og en 
termineringssekvens, der nukleotidsekvensen valgt blant SEKV ID NR: 1-6, eller det 
ekspresjonsforsterkende fragmentet av dette, befinner seg 5' i forhold til CMV-promotoren. 
Vektoren kan videre omfatte et intron valgt blant et CMV-MIE-intron og et β-globin-intron 
fra kanin.

[0057] Her er også beskrevet en ekspresjonsvektor som omfatter en 
ekspresjonsforsterkende nukleotidsekvens som er minst 80 prosent identisk, fortrinnsvis 
minst 90 prosent identisk, mer foretrukket minst 95 prosent identisk, mest foretrukket minst 
99 prosent identisk med en sekvens valgt blant SEKV ID NR: 1–6 eller et 
ekspresjonsforsterkende fragment av dette.

[0058] Her beskrives videre en framgangsmåte for å lage et protein av interesse, som 
omfatter: (a) å sette inn i en vertcelle en ekspresjonsvektor som omfatter en 
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ekspresjonsforsterkende sekvens valgt blant en sekvens i SEKV ID NR:1-6 og et GOI som 
koder et protein av interesse, der GOI-et er funksjonelt knyttet til en promotor og 
funksjonelt knyttet til den ekspresjonsforsterkende sekvensen; (b) å dyrke vertcellen i (a) 
under betingelser som gjør at GOI-et kan eksprimeres; og (c) å hente ut proteinet av 
interesse.

[0059] Sekvensen med regioner med forsterket ekspresjon og stabilitet kan være en 
ekspresjonsforsterkende sekvens i SEKV ID NR:1-6. Den ekspresjonsforsterkende 
sekvensen kan være i SEKV ID NR:5 som beskrevet ovenfor.

[0060] Det rekombinerende proteinet kan være valgt fra gruppen som består av en 
underenhet av et immunoglobulin eller fragment av dette, og en reseptor eller 
ligandbindende fragment av dette. Det rekombinerende proteinet kan være valgt fra 
gruppen som består av en antistofflettkjede eller antigenspesifikt fragment av dette, og en 
antistofftungkjede eller antigenspesifikt fragment av dette.

[0061] Den ekspresjonsforsterkende sekvensen kan være plassert i den indikerte 
orienteringen som indikert i SEKV ID NR:1-6, eller i det motsatte av orienteringen indikert i 
SEKV ID NR:1-6.

[0062] Ethvert av aspektene og utførelsesformene av oppfinnelsen kan brukes sammen 
med ethvert annet aspekt eller utførelsesform av oppfinnelsen, med mindre noe annet er 
spesifisert eller åpenbart ut ifra sammenhengen.

[0063] Andre gjenstander og fordeler vil bli åpenbare ved en gjennomgang av den 
følgende detaljerte beskrivelsen.

KORT BESKRIVELSE AV FIGURENE

[0064]

Fig. 1. Skjematisk diagram av et retroviralt konstrukt, pTE252, som brukes til å 
sette nukleinsyrekonstruktet inn i et cellegenom. LTR: long terminal repeat (lang 
enderepetisjon); LoxP: Cre-rekombinasegjenkjenningssekvens: 
ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTGT (SEKV ID NR:7); Lox511: en 
mutasjon av LoxP-sekvenser: ATAACTTCGTATAATGTATACTATACGAAGTTAG 
(SEKV ID NR:8); Lox511-sekvensen gjenkjennes av Cre-rekombinasen, men 
Lox511-setet rekombinerer ikke med et LoxP-sete. GFP: Grønt fluorescerende 
protein; CMV MIE: humant cytomegalovirus større umiddelbar tidlig promotor; npt: 
neomycin fosfotransferase; bla: beta laktamase; IRES: internt ribosomalt 
inngangssete.

Fig. 2 illustrerer et plasmid konstrukt som brukes til å identifisere en EESYR.
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Fig. 3A og 3B viser en sammenstilling av EESYR-sekvenser fra kinesisk hamster-
ovarium (CHO), mus, menneske og rotte for et fragment av SEKV ID NR:5.

Fig. 4 viser en sammenstilling av SEKV ID NR:5 med sekvenser fra mus, 
menneske og rotte.

Fig. 5 illustrerer at en EESYR, funksjonelt knyttet til et gen av interesse (GOI), 
oppviser forsterket ekspresjon over et GOI som ikke er funksjonelt knyttet til en 
EESYR.

Fig. 6 viser EESYR-er sammenliknet i sin relative evne til å forsterke ekspresjon av 
et funksjonelt tilknyttet GOI.

Fig. 7 illustrerer kloningsegenskaper hos celler når det gjelder EESYR-
funksjonalitet.

Fig. 8 illustrerer at EESYR-celler gjennomgår spesifikk og effektiv rekombinasjon.

Fig. 9 illustrerer sjeldenheten av tilfeldige integrasjonshendelser i EESYR-celler.

Fig. 10 illustrerer testing av cis-fungerende elementer ved hjelp av EESYR-
sekvenser.

Fig. 11 illustrerer testing av promotorer, introner og UTR-er ved hjelp av et EESYR-
system.

Fig. 12 illustrerer optimalisering av proteinekspresjon ved hjelp av et EESYR-
system.

DETALJERT BESKRIVELSE

[0065] Før de foreliggende framgangsmåtene beskrives, skal det forstås at denne 
oppfinnelsen ikke er begrenset til spesifikke framgangsmåter og eksperimentelle vilkår 
som beskrives, ettersom slike framgangsmåter og vilkår kan variere. Det skal også forstås 
at terminologien som brukes her, bare har som formål å beskrive spesifikke 
utførelsesformer, og ikke har til hensikt å være begrensende, ettersom den foreliggende 
oppfinnelsens omfang bare vil begrenses av de medfølgende kravene.

[0066] Slik de brukes i denne patentteksten og de medfølgende kravene, omfatter 
entallsformene i ubestemt og bestemt form også et flertall av det henviste med mindre 
sammenhengen klart tilsier noe annet. Dermed omfatter for eksempel en henvisning til «en 
framgangsmåte» én eller flere framgangsmåter og/eller trinn av den typen som beskrives 
her, og/eller som vil være åpenbare for fagpersonen som leser denne patentteksten.

[0067] Såframt de ikke er definert annerledes eller spesifisert annerledes, har alle tekniske 
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og vitenskapelige begreper som brukes her, samme betydning som de vanlig forstås av 
den vanlige fagpersonen innenfor det området denne oppfinnelsen hører til.

[0068] Selv om alle framgangsmåter og materialer som er like eller ekvivalente med de 
som beskrives her, kan brukes i utøvelsen eller testingen av den foreliggende 
oppfinnelsen, beskrives nå spesifikke framgangsmåter og materialer.

Definisjoner

[0069] DNA-regioner er funksjonelt sammenknyttet når de er funksjonelt relatert til 
hverandre. For eksempel er en promotor funksjonelt knyttet til en kodesekvens dersom 
promotoren er i stand til å delta i transkripsjonen av sekvensen; et ribosombindende sete 
er funksjonelt knyttet til en kodesekvens dersom det befinner seg i en posisjon der det 
tillater translasjon. Generelt kan funksjonell tilknytning omfatte, men krever ikke, 
kontiguitet. I tilfellet med sekvenser som sekretledere er kontiguitet og riktig plassering i en 
leseramme typiske egenskaper. En EESYR er funksjonelt knyttet til et GOI der den er 
funksjonelt relatert til genet av interesse, for eksempel der dens nærvær fører til forsterket 
ekspresjon av GOI-et.

[0070] Når termen «forsterket» brukes til å beskrive forsterket ekspresjon, omfatter den en 
forsterkning på fra minst omkring 1,5 ganger til minst omkring 2 ganger forsterkning i 
ekspresjon over det som typisk observeres ved tilfeldig integrasjon i et genom, for 
eksempel sammenliknet med en pool av tilfeldige integranter av en enkelt kopi av det 
samme ekspresjonskonstruktet. Ganger ekspresjonsforsterkning observert ved hjelp av 
sekvensene fra oppfinnelsen er i sammenlikning med et ekspresjonsnivå av samme gen, 
målt under vesentlig samme forhold, i fravær av en sekvens fra oppfinnelsen. Slik det 
brukes her, brukes uttrykket «ekspresjonsforsterkende» synonymt med «forsterket 
ekspresjon og stabilitet» når det gjelder en region eller en sekvens. En «region med 
forsterket ekspresjon og stabilitet», her også kalt en «EESYR», er en region eller en 
sekvens som oppviser mer effektiv rekombinasjon, innsettingsstabilitet og høyere nivå av 
ekspresjon enn det som typisk observeres ved tilfeldig integrasjon i et genom.

[0071] Forsterket rekombinasjonseffektivitet omfatter en forsterkning av evnen en locus 
har til å rekombinere (for eksempel ved hjelp av rekombinasegjenkjenningsseter). 
Forsterkning betegner en effektivitet over tilfeldig rekombinasjon, som typisk er 0,1 %. En 
foretrukket forsterket rekombinasjonseffektivitet er omkring 10 ganger over tilfeldig, eller 
omkring 1 %. Med mindre det er spesifisert, er ikke den krevde oppfinnelsen begrenset til 
en spesifikk rekombinasjonseffektivitet.

[0072] Der uttrykket «eksogent tilsatt gen» eller «eksogent tilsatt GOI» anvendes med 
henvisning til en EESYR, viser uttrykket til ethvert gen som ikke er til stede i EESYR-en 
slik EESYR-en finnes i naturen. For eksempel kan et «eksogent tilsatt gen» i en CHO-
EESYR (f.eks. en EESYR som omfatter en sekvens i SEKV ID NR:5) være et hamstergen 
som ikke finnes i CHO-EESYR-en i naturen (dvs. et hamstergen fra en annen locus i 
hamstergenomet), et gen fra en annen art (f.eks. et humant gen), et kimært gen (f.eks. 
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menneske/mus), eller et annet gen som ikke er funnet å eksistere i CHO-EESYR-en i 
naturen.

[0073] Prosent identitet når en EESYR beskrives er ment å omfatte homologe sekvenser 
som oppviser den angitte identiteten langs regioner med kontiguøs homologi, men 
tilstedeværelsen av mellomrom, slettinger, eller innsettinger som ikke har noen homolog i 
den sammenliknede sekvensen, er ikke tatt hensyn til ved beregning av prosent identitet. 
Ved forklaring av bruken av «prosent identitet» i denne sammenhengen vil det henvises til 
følgende sekvenssammenlikning: 

[0074] Slik det brukes her, vil ikke en bestemmelse av «prosent identitet» mellom 
«EESYR»-sekvensen ovenfor (for en CHO-celle-EESYR eller fragment av dette) og en 
rottehomolog («Rat Ch3») omfatte en sammenlikning mellom CHO-sekvensene 5649 til 
5654, ettersom rottehomologen ikke har noen homolog sekvens å sammenlikne i en 
sammenstilling (dvs. at CHO-EESYR-en har en innsetting ved det punktet, eller at 
rottehomologen har et mellomrom eller en sletting, alt etter som). I sammenlikningen 
ovenfor vil dermed prosent identitet-sammenlikningen strekke seg fra «AGATTC» i 5'-
enden til «AATAAC» i 3'-enden. I det tilfellet skiller rottehomologen seg bare ut ved at den 
har en «T» i CHO-EESYR-posisjon 5607, en «A» i CHO-EESYR-posisjon 5614, en «T» i 
CHO-EESYR-posisjon 524, og en «C» i CHO-EESYR-posisjon 5637. Ettersom 
sammenlikningen er over 54 kontiguøse baser i en lengde på 60 basepar, med bare fire 
ulikheter (som ikke er mellomrom, slettinger, eller innsettinger), er det over 90 % identitet 
mellom de to sekvensene (CHO og rotte) fra CHO-EESYR-posisjon 5595 til CHO-EESYR-
posisjon 5654 (ettersom «prosent identitet» ikke omfatter fradrag for mellomrom, slettinger 
og innsettinger).

Generell beskrivelse

[0075] Oppfinnelsen er i det minste delvis basert på oppdagelsen av at det finnes 
sekvenser i et genom som oppviser mer effektiv rekombinasjon, innsettingsstabilitet, og et 
høyere nivå av ekspresjon enn andre regioner eller sekvenser i genomet. Oppfinnelsen er 
også i det minste delvis basert på avdekkingen av at når slike ekspresjonsforsterkende 
sekvenser er identifisert, kan et egnet gen eller konstrukt tilsettes eksogent i eller nær 
sekvensene, og at det eksogent tilsatte genet kan eksprimeres på en fordelaktig måte. 
Slike sekvenser, kalt regioner med forsterket ekspresjon og stabilitet (EESYR), kan lages 
slik at de omfatter rekombinasegjenkjenningsseter for plassering av gener av interesse for 
å skape cellelinjer som er i stand til å eksprimere proteiner av interesse. EESYR-er kan 
også inkluderes som i ekspresjonskonstrukter som for eksempel ekspresjonsvektorer. 
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Ekspresjonsvektorer som omfatter EESYR-er kan brukes til å eksprimere proteiner 
transient, eller kan integreres i et genom ved tilfeldig eller målrettet rekombinasjon som for 
eksempel homolog rekombinasjon eller rekombinasjon formidlet av rekombinaser som 
gjenkjenner spesifikke rekombinasjonsseter (f.eks. Cre-lox-formidlet rekombinasjon). 
Ekspresjonsvektorer som omfatter EESYR-er kan også brukes til å vurdere effektiviteten 
av andre DNA-sekvenser, for eksempel cis-fungerende reguleringssekvenser.

[0076] CHO-EESYR-en beskrevet i detalj her ble identifisert ved tilfeldig integrasjon av 
DNA som omfattet lox-seter, inn i et CHO-cellegenom, fulgt av utvelgelse for å identifisere 
sekvenser der ekspresjon var forsterket. Tilfeldig integrasjon og innsetting av lox-setet ble 
oppnådd ved hjelp av et retroviralt konstrukt. Utvelgelse og filtrering ble oppnådd ved hjelp 
av legemiddelresistensmarkører og detekterbare markeringer (f.eks. fluorescerende 
proteiner med FACS-filtrering), ved bruk av rekombinasjonsframgangsmåter som benyttet 
setespesifikk rekombinasjon (f.eks. lox-seter og Cre-rekombinase). Utvelgelse fortsatte til 
minst 1,5 til 2 ganger forsterket ekspresjon over ekspresjon observert ved tilfeldig 
integrasjon av et ekspresjonskonstrukt inn i CHO-cellegenomet. Etter identifisering av 
EESYR-en ble rekombinasegjenkjenningsseter (i eksempelet som er gitt, lox-seter) 
opprettholdt i EESYR-en for å sette inn ekspresjonskassetter som omfatter et 
eksprimerbart GOI, sammen med andre ønskede elementer som for eksempel promotorer, 
forsterkere, markører, operatorer osv.

[0077] En illustrasjon av et plasmidkonstrukt brukt til å identifisere en EESYR beskrevet i 
denne patentsøknaden er vist i fig. 2. Plasmidredningskonstruktet omfatter en 
ekspresjonskassett drevet av en promotor, der kassetten er flankert på 5'- og 3'-enden 
med rekombinasegjenkjenningsseter (representert ved kule og strek i fig. 2). Det er vist 
innsetting i en EESYR-locus, der innsettingen fører til at plasmidredningskonstruktet 
kommer i stedet for en ekspresjonskassett som omfatter en promotor og en markør, der 
ekspresjonskassetten i EESYR-locusen er flankert på sin 5'- og 3'-ende av 
rekombinasegjenkjenningsseter (se fig. 2).

[0078] Her er beskrevet sammensetninger og framgangsmåter for å stabilt integrere en 
nukleinsyresekvens i en eukaryot celle, der nukleinsyresekvensen er i stand til forsterket 
ekspresjon ved å være integrert i eller nær en EESYR. Her er beskrevet celler som 
inneholder en rekombinasegjenkjenningssekvens i eller nær en EESYR, bekvemt for å 
sette inn et GOI, for å oppnå ekspresjon av et protein av interesse fra GOI-et. Her er også 
beskrevet sammensetninger og framgangsmåter for å bruke EESYR-er i forbindelse med 
ekspresjonskonstrukter, for eksempel ekspresjonsvektorer, og for å tilsette en eksogen 
EESYR i en eukaryot celle av interesse.

Fysiske og funksjonelle egenskaper hos en EESYR

[0079] Nukleinsyresekvensene kalt EESYR-er ble empirisk identifisert ved sekvenser 
oppstrøms og nedstrøms integrasjonssetet på et nukleinsyrekonstrukt (som omfattet en 
ekspresjonskassett) hos en cellelinje som eksprimerte et rapportørprotein på et høyt nivå. 
EESYR-nukleinsyresekvensene beskrevet her er sekvenser med en ny funksjonalitet 
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tilknyttet forsterket ekspresjon av en nukleinsyre (for eksempel en eksogen nukleinsyre 
som omfatter et GOI) som ser ut til å fungere annerledes enn det som tidligere er 
beskrevet for cis-fungerende elementer så som promotorer, forsterkere, 
locuskontrollregioner, stillastilknytningsregioner eller matrisetilknytningsregioner. EESYR-
er ser ikke ut til å ha åpne leserammer (ORF), noe som gjør det usannsynlig at EESYR-er 
koder nye trans-aktivatorproteiner. Transfeksjonseksperimenter viste at EESYR-sekvenser 
oppviser noen av egenskapene til cis-fungerende elementer. EESYR-aktivitet detekteres 
ikke i transiente transfeksjonsassayer; EESYR-sekvenser ser også ut til å være distinkte 
fra promotor- og forsterkerelementer, som detekteres ved hjelp av disse 
framgangsmåtene.

[0080] Selv om EESYR-sekvenser beskrevet i detalj her ble isolert fra genomet i to 
cellelinjer, er EESYR-sekvenser fra disse to cellelinjene de samme. EESYR-aktivitet ble 
identifisert i et 6 472 kb fragment av CHO-genomisk DNA 5' i forhold til et unikt 
integrasjonssete hos en retroviral vektor omfattende en DsRed-rapportørkodende sekvens 
og i et 7 045 kb fragment av CHO-genomisk DNA 3' i forhold til integrasjonssetet. 
Ekspresjonsvektorer omfattende den isolerte 6 472 kb regionen og den isolerte 7 045 kb 
regionen og kortere fragmenter av dette var i stand til å gi CHO-cellene som var transfisert 
med dem, høye nivåer av ekspresjon av rekombinerende proteiner.

[0081] Her er også beskrevet ekspresjonsvektorer som omfatter reversorienterte EESYR-
fragmenter. Reversorienterte EESYR-fragmenter var også i stand til å gi CHO-celler som 
var transfisert med dem, høye nivåer av ekspresjon av rekombinerende proteiner.

[0082] Andre kombinasjoner av fragmentene beskrevet her kan også utvikles. Eksempler 
på andre kombinasjoner av fragmentene beskrevet her som også kan utvikles, omfatter 
sekvenser som omfatter flere kopier av EESYR-en beskrevet her, eller sekvenser derivert 
ved å kombinere den beskrevne EESYR-en med andre nukleotidsekvenser for å oppnå 
optimale kombinasjoner av regulerende elementer. Slike kombinasjoner kan være 
kontiguøst lenket eller arrangert for å tilveiebringe optimal avstandsfordeling av EESYR-
fragmentene (f.eks. ved å sette inn avstandsholdende nukleotider mellom fragmentene). 
Regulerende elementer kan også arrangeres slik at de tilveiebringer optimal 
avstandsfordeling av en EESYR i forhold til de regulerende elementene.

[0083] EESYR-sekvensene beskrevet her var isolert fra CHO-celler. Homologe 
ekspresjonsforsterkende elementer er forventet å eksistere i celler fra andre pattedyrarter 
(som for eksempel mennesker; se fig. 3) samt i cellelinjer derivert fra andre vevtyper, og 
kan isoleres ved hjelp av velkjent teknikk, for eksempel hybridisering mellom arter eller 
PCR-baserte teknikker. I tillegg kan det gjøres endringer i nukleotidsekvensen presentert i 
SEKV ID NR:1-6 ved hjelp av seteinnrettede eller tilfeldige mutageneseteknikker som er 
velkjent teknikk. De resulterende EESYR-variantene kan deretter testes for EESYR-
aktivitet som beskrevet her. DNA som er minst ca. 80 prosent identisk, fortrinnsvis minst 
ca. 90 prosent identisk, mer foretrukket minst ca. 95 prosent identisk, mest foretrukket 
minst ca. 99 prosent identisk i nukleotidsekvens med SEKV ID NR:1-6 eller fragmenter av 
dette og som har EESYR-aktivitet, er isolerbare ved rutinemessig eksperimentering, og 
forventes å oppvise EESYR-aktivitet. For fragmenter av EESYR viser prosent identitet til 
den delen av den refererte native sekvensen som finnes i EESYR-fragmentet. Følgelig er 
homologer av EESYR og varianter av EESYR også beskrevet her. Fig. 3A og 3B viser en 
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sammenstilling av sekvenser fra mus, menneske og rotte med varierende homologi til et 
fragment av SEKV ID NR:5.

[0084] Cellepopulasjoner som eksprimerer forsterkede nivåer av et protein av interesse, 
kan utvikles ved hjelp av framgangsmåtene tilveiebrakt her. Det absolutte 
ekspresjonsnivået vil variere med det spesifikke proteinet, avhengig av hvor effektivt 
proteinet prosesseres av cellen. Cellepooler utviklet ved hjelp av EESYR er stabile over 
tid, og kan behandles som stabile cellelinjer for de fleste formål. Kloningstrinn kan utsettes 
til senere i utviklingsprosessen enn det som er vanlig for rekombinerende proteiner.

EESYR-er og ekspresjonsforsterkende fragmenter av disse

[0085] EESYR-ens genomiske locus bevares i genomet hos mennesker, mus og rotter. 
Fig. 4 viser prosent identitet blant EESYR-sekvenser. EESYR-sekvenser homologe til 
13 515 kb av klonet CHO-EESYR-DNA i SEKV ID NR:5 ble identifisert blant det publiserte 
genomet hos mennesker, rotter og mus ved hjelp av BLAST. Sekvenser ble sammenstilt 
for å bestemme prosent homologt ved hjelp av MacVector (9.0). Tjuefem bp-inkrementer i 
sammenstillingen er plottet som prosent identitet blant EESYR-sekvenser fra CHO, 
menneske, mus og rotte for hvert påfølgende 25 bp-segment. Som vist i fig. 4 markerer 
den vertikale linjen stedet for setespesifikke rekombinasjonshendelser for å eksprimere 
rekombinerende proteingener av interesse. Prosent identitet av EESYR-sekvenser 
tilstøtende et sted for setespesifikk rekombinasjon i en EESYR er vist i panel B i fig. 4. Ti 
baseparinkrementer i de sammenstilte sekvensene som svarer til nt 5022-6110 i en CHO-
celles EESYR-sekvens (nukleotidene 5022 til 6110 i SEKV ID NR:5) er plottet som prosent 
identitet blant EESYR-sekvenser fra CHO, menneske, mus og rotte for hvert påfølgende 
10 bp-segment. Sekvensene ble sammenstilt ved hjelp av MacVector™ 9.0. Som vist i 
panel B er en signifikant identitet i sekvens til stede i dette fragmentet av EESYR-en klonet 
fra CHO-celler. Det skal legges merke til at sammenlikningen i fig. 4 indikerer en lengde på 
ca. 1400 baser, mens sekvensen i SEKV ID NR:5 inneholder 13 515 baser. Basene i fig. 4 
ser ut til å strekke seg over en lengre lengde på grunn av tilstedeværelsen av mellomrom. 
De nevnte nukleotidintervallene er de som svarer til nummereringen i SEKV ID NR:5 med 
mindre annet er angitt. Nukleotidintervallet fra ca. 6200 til ca. 7600 som vist i fig. 4B svarer 
til nukleotidene i SEKV ID NR:5 nummerert ca. 5 200 til ca. 6 000.

[0086] Følgelig er her beskrevet et ekspresjonsforsterkende fragment av en 
nukleotidsekvens i SEKV ID NR:5, der det ekspresjonsforsterkende fragmentet omfatter 
nukleotidsekvensen indikert av posisjoner omkring residuene 5022 til ca. 6110 i SEKV ID 
NR:5, eller ca. 5218 til ca. 6048 i SEKV ID NR:5; eller ca. 6200 til ca. 7600, ca. 6500 til ca. 
7400, eller ca. 6400 til ca. 6500 vist i panel B i fig. 4. Her er også beskrevet et 
ekspresjonsforsterkende fragment av en nukleotidsekvens som er minst 80 prosent 
identisk, fortrinnsvis minst 90 prosent identisk, mer foretrukket minst 95 prosent identisk, 
mest foretrukket minst 99 prosent identisk med nukleotidsekvensen som er indikert ved 
posisjonene ca. 6200 til ca. 7600, eller ca. 6500 til ca. 7400, eller ca. 6400 til ca. 6500 vist 
i panel B i fig. 4. Videre er her beskrevet vektorer som omfatter et slikt fragment, inkludert 
for transient eller stabil transfeksjon. Ytterligere beskrevet her er en eukaryot celle som 
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omfatter et slikt fragment, der fragmentet er eksogent og er integrert i cellegenomet, og 
celler som omfatter et slikt fragment, har minst ett rekombinasegjenkjenningssete som er 
inne i, umiddelbart 5', eller umiddelbart 3' til fragmentet.

[0087] Et ekspresjonsforsterkende fragment av SEKV ID NR:5 kan befinne seg i en 
posisjon innenfor SEKV ID NR:5 valgt blant nukleotider som strekker seg over posisjonene 
med nummer 10-13 515; 20-12 020; 1 020-11 020; 2 020-10 020; 3 020-9 020; 4 020-
8 020; 5 020-7 020; 6 020-6 920; 6 120-6 820; 6 220-6 720; 6 320-6 620; 6 420-6 520; 
6 460-6 500; 6 470-6 490; og 6 475-6 485.

[0088] I én utførelsesform anvendes EESYR-en til å forsterke ekspresjonen av et GOI, 
som illustrert i fig. 5. Fig. 5 viser et GOI som er funksjonelt knyttet til en promotor (med en 
oppstrøms markør som har sin egen promotor) integrert i en ikke-EESYR-posisjon i et 
CHO-cellegenom, og en FACS-utlesning som viser fordelingen av ekspresjon i en stabilt 
transfisert cellepopulasjon. Til sammenlikning er vist et GOI som er funksjonelt knyttet til 
en promotor integrert i en EESYR-posisjon i et CHO-cellegenom, og en FACS-utlesning 
som viser fordelingen av ekspresjon i en stabilt transfisert cellepopulasjon, er også vist. I 
denne utførelsesformen viser GOI-et eksprimert i EESYR-locusen en forsterket ekspresjon 
på omkring to ganger sammenliknet med GOI-et eksprimert i en ikke-EESYR-locus.

[0089] I ulike utførelsesformer kan ekspresjon av et GOI forsterkes ved å plassere GOI-et i 
en EESYR, 5' til en EESYR, eller 3' til en EESYR. Den nøyaktige avstanden mellom GOI-
et og EESYR-en, der GOI-et er enten 5' eller 3' til EESYR-en, skal være slik at EESYR-en 
er funksjonelt knyttet til GOI-et. En EESYR er funksjonelt knyttet til GOI-et der ekspresjon 
av GOI-et – ved den valgte avstanden fra EESYR-en (i 5'- eller 3'-retningen) – beholder 
evnen til å forsterke ekspresjon av GOI-et over for eksempel ekspresjon typisk observert 
på grunn av en tilfeldig integrasjonshendelse. I ulike utførelsesformer er forsterkningen 
minst omkring 1,5 ganger til omkring 2 ganger eller mer. Fortrinnsvis er forsterkningen i 
ekspresjon sammenliknet med en tilfeldig integrasjon, eller tilfeldig ekspresjon, omkring 2 
ganger eller mer.

[0090] Fig. 6 viser en utførelsesform der SEKV ID NR:1 («EESYR 5'») og SEKV ID NR:2 
(«EESYR 3'») er sammenliknet i sin relative evne til å forsterke ekspresjon av et 
funksjonelt tilknyttet GOI, der GOI-et er funksjonelt knyttet til en promotor også (en markør 
og en promotor funksjonelt knyttet til markøren er vist 5' til GOI-promotoren). Orientering 
av EESYR-en er vist ved retningen av pilen under termen «EESYR». Konstruktene er 
tilfeldig integrert i et CHO-cellegenom. Ekspresjon er relativ til det tilfeldig integrerte 
konstruktet som ikke omfatter noen EESYR. FACS-utlesninger som viser relativ 
ekspresjon, er vist til høyre. I fig. 6 anvender det første EESYR-konstruktet SEKV ID NR:1; 
det andre EESYR-konstruktet anvender SEKV ID NR:3; det tredje EESYR-konstruktet er 
SEKV ID NR:2; det fjerde EESYR-konstruktet er SEKV ID NR:4. Som vist i figuren 
oppviser SEKV ID NR:3 en 2,4 ganger forsterkning i ekspresjon, og SEKV ID NR:1 
oppviser en 2 ganger forsterkning av ekspresjon.

[0091] EESYR-rekombinerende cellepooler oppviser kloningsegenskaper. Fig. 7 illustrerer 
EESYR-rekombinantpoolers kloningsegenskaper. I det tofargede FACS-plottet som 
representerer et toparameterhistogram av celler merket med røde eller grønne markører 
(røde celler er vert-CHO-celler; grønne celler er rekombinanter som eksprimerer et GOI), 
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viser EESYR-rekombinantpooler klyngedannelse i plottet som gjenspeiler vesentlig 
identisk vekst og ekspresjon, strømningscytometriprofil og Southern-analyse (ikke vist). Et 
histogram av ELISA-er av enkeltceller viser uniform ekspresjon i alle kloner. 
Kloningsstabiliteten er også høy etter tre måneder uten utvelgelse.

[0092] EESYR-rekombinanter gjennomgår spesifikk og effektiv rekombinasjon, som vist i 
fig. 8. Panel A viser to markører separert av en IRES og flankert av 
rekombinasegjenkjenningsseter, og en tredje markør som ikke er flankert av 
rekombinasegjenkjenningsseter som en tilfeldig integrasjonskontroll. Når det rekombineres 
ved en EESYR-locus som omfatter en markør flankert av to 
rekombinasegjenkjenningsseter, er rekombinasjonen spesifikk. Panel B viser lite tilfeldig 
integrasjon ved fravær av rekombinase, men effektiv og setespesifikk integrasjon ved 
tilstedeværelsen av rekombinase.

[0093] Tilfeldig integrasjon ved hjelp av setespesifikk rekombinasjon ved en EESYR er 
sjelden (se fig. 9). Fig. 9 viser at når tilfeldige integrasjonshendelser visualiseres, 
representerer slike hendelser bare en ørliten del av integrasjonshendelsene.

[0094] EESYR-cis-fungerende elementer kan vurderes ved hjelp av framgangsmåtene og 
sammensetningene beskrevet her. Som vist i fig. 10 tillater EESYR-rekombinerende celler 
sammenlikning av cis-fungerende elementer ekvivalent. Ettersom EESYR-rekombinanter 
oppfører seg som en kloningspopulasjon, kan forskjeller i genekspresjon som følge av for 
eksempel tilstedeværelsen eller fraværet av mistenkte cis-fungerende elementer 
sammenliknes direkte. Isogene cellelinjer tillater direkte sammenlikning av cis-fungerende 
elementer. Ved bruk av et EESYR-system befinner cis-fungerende elementer som for 
eksempel promotorer, introner og UTR-er seg fortrinnsvis mellom rekombinasjonssetene. 
Ekspresjonsoptimalisering kan også oppnås, inkludert for eksempel 
ekspresjonskassettorientering og kodonoptimalisering. Som et eksempel viser fig. 11 
kassetter flankert av rekombinasjonsgjenkjenningsseter som inneholder en promotor, en 
markør, ulike cis-elementer (her introner i panel A; UTR-er i panel B), og et GOI var 
integrert i en EESYR (SEKV ID NR: 1 i 5'-enden, SEKV ID NR:2 i 3'-enden). Relativ 
ekspresjon av GOI-et er vist til høyre.

[0095] Fig. 12 viser et eksempel på hvordan proteinoptimalisering kan oppnås ved hjelp av 
framgangsmåtene og sammensetningene beskrevet her. Fig. 12 bekrefter at opsjonell 
plassering av et cDNA for et lettkjedeantistoffgen er 5' til et cDNA for et 
tungkjedeantistoffgen.

Proteiner av interesse

[0096] En nukleinsyresekvens som koder et protein av interesse, kan bekvemt integreres i 
en celle som omfatter en EESYR som har et rekombinasegjenkjenningssete, gjennom for 
eksempel en rekombinaseformidlet kassettutvekslingsprosess (RMCE). Et hvilket som 
helst protein av interesse som er egnet for ekspresjon i eukaryote celler kan brukes. For 
eksempel kan proteinet av interesse være et antistoff eller fragment av dette, et kimært 
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antistoff eller fragment av dette, en ScFv eller fragment av dette, et Fc-merket protein eller 
fragment av dette, en vekstfaktor eller et fragment av dette, et cytokin eller et fragment av 
dette, eller et ekstracellulært domene av en celleoverflatereseptor eller fragment av dette.

Nukleinsyrekonstrukter

[0097] Rekombinerende ekspresjonsvektorer kan omfatte syntetiske eller cDNA-deriverte 
DNA-fragmenter som koder et protein, funksjonelt knyttet til et egnet transkripsjons-
og/eller translasjonsregulerende element derivert fra pattedyr-, virus- eller insektgener. 
Slike regulerende elementer omfatter transkripsjonspromotorer, forsterkere, sekvenser 
som koder egnede mRNA-ribosombindende seter, og sekvenser som kontrollerer 
termineringen av transkripsjon og translasjon, som beskrevet i detalj nedenfor. 
Ekspresjonsvektorer hos pattedyr kan også omfatte ikke-transkriberte elementer så som 
en replikasjonsstart, andre 5'- eller 3'-flankerende ikke-transkriberte sekvenser, og 5'- eller 
3'-ikke-translaterte sekvenser så som donor- og akseptorseter for sammenbinding. Et 
utvelgbart markørgen for å lette gjenkjennelse av transfektanter kan også inkorporeres.

[0098] Transkripsjons- og translasjonskontrollsekvenser i ekspresjonsvektorer som kan 
brukes til å transfisere vertebratceller, kan tilveiebringes av viruskilder. For eksempel 
deriveres vanlig benyttede promotorer og forsterkere fra virus så som polyoma, adenovirus 
2, simian virus 40 (SV40), og humant cytomegalovirus (CMV). Virusgenompromotorer, 
kontroll- og/eller signalsekvenser kan benyttes til å drive ekspresjon, forutsatt at slike 
kontrollsekvenser er kompatible med vertcellen som er valgt. Ikke-virale cellepromotorer 
kan også brukes (f.eks. β-globinet og EF-1α-promotorene), avhengig av celletypen det 
rekombinerende proteinet skal eksprimeres i.

[0099] DNA-sekvenser derivert fra SV40-virusgenomet, for eksempel SV40-starten, tidlige 
og sene promotor-, forsterker-, sammenbindings- og polyadenylasjonsseter kan brukes til 
å tilveiebringe andre genetiske elementer som kan brukes til å eksprimere en heterolog 
DNA-sekvens. Tidlige og sene promotorer er særlig nyttige ettersom begge enkelt 
framskaffes fra SV40-viruset som et fragment som også omfatter SV40-
virusreplikasjonsstarten (Fiers et al., Nature 273:113, 1978). Mindre eller større SV40-
fragmenter kan også brukes. Typisk er den ca. 250 bp-sekvensen som strekker seg fra 
Hind III-setet mot BgII-setet lokalisert i SV40-replikasjonsstarten, inkludert.

[0100] Bicistroniske ekspresjonsvektorer brukt til ekspresjon av flere transkripter er 
tidligere blitt beskrevet (Kim S. K. and Wold B. J., Cell 42:129, 1985; Kaufman et al. 1991, 
supra) og kan brukes i kombinasjon med en EESYR-sekvens som er beskrevet her. Andre 
typer ekspresjonsvektorer vil også være nyttige, for eksempel de som er beskrevet i U.S. 
Pat. nr. 4 634 665 (Axel et al.) og U.S. Pat. nr. 4 656 134 (Ringold et al.).
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Vertceller og transfeksjon

[0101] De eukaryote vertcellene som benyttes i oppfinnelsens framgangsmåter er 
pattedyrvertceller som omfatter for eksempel CHO-celler og museceller. Her er beskrevet 
en nukleinsyresekvens som koder en EESYR-sekvens fra CHO-celle. Et integrasjonssete, 
for eksempel et rekombinasegjenkjenningssete, kan være plassert i en EESYR, eller 5' 
eller 3' til EESYR-sekvensen. Ett eksempel på et egnet integrasjonssete er et loxP-sete. Et 
annet eksempel på et egnet integrasjonssete er to rekombinasegjenkjenningsseter, for 
eksempel et loxP-sete og et lox 5511-sete. EESYR-sekvensen kan befinne seg på 
kromosom 6 i et CHO-cellegenom. EESYR-sekvensen kan befinne seg i en sekvens valgt 
fra gruppen som består av nukleinsyrer som omfatter nukleotidene 1-6473 og 4607-6473 i 
SEKV ID NR: 1; og 1-7045, 1-3115, 1-2245, 1-935 og 1-465 i SEKV ID NR:2.

[0102] Her er også beskrevet en pattedyrvertcelle transfisert med en ekspresjonsvektor 
beskrevet her. Selv om en hvilken som helst pattedyrcelle kan brukes, er vertcellen 
fortrinnsvis en CHO-celle.

[0103] Transfiserte vertceller omfatter celler som er blitt transfisert med 
ekspresjonsvektorer som omfatter en sekvens som koder et protein eller polypeptid. 
Eksprimerte proteiner vil fortrinnsvis være sekretert inn i kulturmediet, avhengig av 
nukleinsyresekvensen som er valgt, men kan holdes tilbake i cellen eller deponeres i 
cellemembranen. Ulike cellekultursystemer fra pattedyr kan anvendes for å eksprimere 
rekombinerende proteiner. Eksempler på egnede pattedyrvertcellelinjer omfatter COS-7-
linjene med apenyreceller, beskrevet av Gluzman (1981) Cell 23:175, og andre cellelinjer 
som er i stand til å eksprimere en egnet vektor, inkludert for eksempel CV-1/EBNA (ATCC 
CRL 10478), L-celler, C127, 3T3, CHO, HeLa og BHK-cellelinjer. Andre cellelinjer utviklet 
for spesifikke utvelgelses- eller amplifikasjonsskjemaer vil også kunne brukes med 
framgangsmåtene og sammensetningene som er tilveiebrakt her. En foretrukket cellelinje 
er CHO-cellelinjen kalt K1. For å oppnå målet om storvolumproduksjon av rekombinerende 
proteiner bør vertcellelinjen forhåndstilpasses bioreaktormediet i det enkelte tilfellet.

[0104] Flere transfeksjonsprotokoller er kjent teknikk, og er gjennomgått i Kaufman (1988) 
Meth. Enzymology 185:537. Transfeksjonsprotokollen som velges vil være avhengig av 
vertcelletypen og GOI-ets natur, og kan være valgt på grunnlag av rutinemessig 
eksperimentering. De grunnleggende kravene til slike protokoller er å først sette inn DNA 
som koder proteinet av interesse i en egnet vertcelle, og deretter å identifisere og isolere 
vertceller som har inkorporert det heterologe DNA-et på en relativt stabil, eksprimerbar 
måte.

[0105] Én vanlig benyttet framgangsmåte for å sette inn heterologt DNA i en celle er 
kalsiumfosfatpresipitering, for eksempel som beskrevet av Wigler et al. (Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 77:3567, 1980). DNA som settes inn i en vertcelle ved hjelp av denne 
framgangsmåten, undergår ofte omarrangering, noe som gjør denne prosedyren nyttig for 
kotransfeksjon av uavhengige gener.

[0106] Polyetylenindusert fusjon av bakterielle protoplaster med pattedyrceller (Schaffner 
et al., (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2163) er en annen nyttig framgangsmåte for å 

NO/EP2150617



20

sette inn heterologt DNA. Protoplastfusjonprotokoller gir ofte flere kopier av plasmid-DNA-
et integrert i pattedyrvertcellegenomet, og denne teknikken krever at utvelgelses- og 
amplifikasjonsmarkøren er på samme plasmid som GOI-et.

[0107] Elektroporasjon kan også benyttes til å sette DNA direkte inn i cytoplasmaet til en 
vertcelle, for eksempel som beskrevet av Potter et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:7161, 
1988) eller Shigekawa et al. (BioTechniques 6:742, 1988). I motsetning til protoplastfusjon 
krever ikke elektroporasjon at utvelgelsesmarkøren og GOI-et er på samme plasmid.

[0108] I det senere er det blitt beskrevet flere reagenser som kan brukes til å sette 
heterologt DNA inn i en pattedyrcelle. Dette omfatter Lipofectin™-reagens og 
Lipofectamine™-reagens (Gibco BRL, Gaithersburg, Md.). Begge disse reagensene er 
kommersielt tilgjengelige reagenser som brukes til å danne lipid-nukleinsyrekomplekser 
(eller liposomer) som, når de anvendes på dyrkede celler, letter opptaket av nukleinsyren i 
cellene.

[0109] En framgangsmåte for å amplifisere GOI-et er også ønskelig for å eksprimere det 
rekombinerende proteinet, og involverer typisk bruken av en utvelgelsesmarkør 
(gjennomgått i Kaufman supra). Resistens mot cytotoksiske legemidler er den egenskapen 
som oftest benyttes som utvelgelsesmarkør, og kan være resultatet av enten et dominant 
anlegg (kan f.eks. brukes uavhengig av vertcelletype) eller et recessivt anlegg (kan f.eks. 
brukes i visse vertcelletyper som har mangler i den aktiviteten det utvelges for). Flere 
amplifiserbare markører egner seg til bruk i oppfinnelsens ekspresjonsvektorer (f.eks. som 
beskrevet i Maniatis, Molecular Biology: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory, NY, 1989; s. 16.9-16.14).

[0110] Nyttige utvelgbare markører for genamplifikasjon i legemiddelresistente 
pattedyrceller er vist i tabell 1 hos Kaufman, R. J., supra, og omfatter DHFR-MTX-
resistens, P-glykoprotein og multippel legemiddelresistens (MDR) – ulike lipofile 
cytotoksiske virkestoffer (f.eks. adriamycin, colchicin, vincristin), og adenosindeaminase 
(ADA)-Xyl-A eller adenosin og 2'-deoksykoformycin.

[0111] Andre dominante utvelgbare markører omfatter mikrobielt deriverte 
antibiotikaresistensgener, for eksempel neomycin-, kanamycin- eller hygromycinresistens. 
Disse utvelgelsesmarkørene er imidlertid ikke blitt vist å være amplifiserbare (Kaufman, R. 
J., supra,). Flere egnede utvelgelsessystemer finnes for pattedyrverter (Maniatis supra, s. 
16.9-16.15). Kotransfeksjonsprotokoller som anvender to dominante utvelgbare markører 
er også blitt beskrevet (Okayama and Berg, Mol. Cell Biol 5:1136, 1985).

[0112] Nyttige regulerende elementer som er tidligere beskrevet eller kjent teknikk, kan 
også inkluderes i nukleinsyrekonstruktene som benyttes til å transfisere pattedyrceller. 
Transfeksjonsprotokollen som velges og elementene som utvelges til bruk der, vil være 
avhengig av typen vertcelle som brukes. Fagpersonen vil kjenne mange ulike protokoller 
og vertceller, og kan velge et egnet system for å eksprimere et ønsket protein ut ifra 
kravene til cellekultursystemet som brukes.

[0113] Andre trekk ved oppfinnelsen vil bli åpenbare i løpet av de følgende beskrivelsene 
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av eksemplariske utførelsesformer som er gitt for å illustrere oppfinnelsen og ikke er ment 
å avgrense den.

EKSEMPLER

[0114] De følgende eksemplene er presentert for å vise den ordinære fagpersonen 
hvordan framgangsmåtene og sammensetningene her skal lages og brukes, og er ikke 
ment å avgrense omfanget av hva oppfinnerne anser som sin oppfinnelse. Det er gjort 
forsøk på å sikre nøyaktig bruk av tall (f.eks. mengde, temperatur osv.) men det må tas 
høyde for noen eksperimentelle feil og avvik. Med mindre annet er angitt, er andeler 
vektandeler, molekylvekt er gjennomsnittlig molekylvekt, temperatur er i grader Celsius, og 
trykk er ved eller nær atmosfærisk.

Eksempel 1. Generering av RGC9- og RGC16-cellelinjer.

[0115] CHO-K1-celler (1 x 107) ble infisert med pantropisk retrovirus produsert med 
plasmid pTE252 (fig.1), med et loxP-sete i seg, ved en MOI på mindre enn 1 for å 
generere en stabil pool av celler med for det meste én retroviral innsetting per celle. Celler 
i den stabile poolen som eksprimerte et markørprotein ved et høyt nivå, ble utvalgt og 
ekspandert. Trettiseks kloner ble isolert og ekspandert ut i 36 cellelinjer. Kloner som 
oppviste den høyeste ekspresjons- og rekombinasjonseffektiviteten ble identifisert og 
klonet, der hver av klonene inneholdt minst ett rekombinasegjenkjenningssete i en 
forsterket ekspresjonslocus. Åtte cellepopulasjoner med den beste ekspresjons- og 
rekombinasjonseffektiviteten ble utvalgt, og revurdert for forsterket proteinekspresjon. To 
cellepopulasjoner ble utvalgt og benevnt RGC9 og RGC16. Southern blot-analyse av 
cellepopulasjonene fra de opprinnelige 36 cellelinjene som svarte til disse to cellelinjene, 
viste at en enkelt kopi av et rapportørkonstrukt var integrert i CHO-cellegenomet ved 
samme locus for begge cellepopulasjoner, og integrasjonens lokalitet ble bestemt å være 
ved trippel-«act»-en ved nukleotidposisjon 6 471 til 6 473 i SEKV ID NR:5. Minst én av 
disse to cellelinjene ble anvendt i eksperimenter beskrevet nedenfor.

Eksempel 2. Ekspresjon av FcFP1-protein i serumfritt produksjonsmedium

[0116] RGC38-celler ble derivert fra RGC9-celler og ble tilpasset til å vokse i suspensjon i 
et serumfritt produksjonsmedium. RGC38-celler ble brukt som vertceller for ekspresjonen 
av FcFP1-protein (Fc-fusjon-protein-1). RGC38-celler ble transfisert i en ti-centimeters skål 
med en FcFP1-ekspresjonsvektor, pTE851 og et Cre-plasmid, pRG858. FcFP1-plasmidet 
har, i 5'- til 3'-retning, et LoxP-sete, en SV40-senpromotor, et hygromycinresistent gen, en 
IRES, en eGFP, en CMV-MIE-promotor, et gen som koder et FcFP1-protein, og et 
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Lox511-sete. Celler ble dyrket i F12-medium med 400 µg/ml hygromycin i to uker etter 
transfeksjon. Celler som eksprimerte eGFP men ikke DsRed, ble isolert ved hjelp av 
strømningscytometri og benevnt som RS421-1. Isolerte celler var vesentlig isogene, selv 
om de var derivert fra ulike morceller. RS421-1-celler ble ekspandert i suspensjonskulturer 
i serumfritt produksjonsmedium. FcP1-protein i kondisjonert medium med 3 dager gamle 
kulturer ble undersøkt i SDS-PAGE med Coomassie-blått. FcF1-protein i det kondisjonerte 
mediet var rikelig til stede og kunne sees uten rensing.

Eksempel 3. Regulert ekspresjon av FcFP1-protein i serumfritt produksjonsmedium

[0117] RGC49-celler ble derivert fra RGC16, ble tilpasset til å vokse i serumfritt 
produksjonsmedium, og inneholdt et stabilyt integrert tetR-YFP-ekspresjonsplasmid, og 
pcDNA6/TR. TetR-proteinet tillater regulering av transkripsjon fra promotorer som omfatter 
en tet-operatorsekvens, ved hjelp av tetracyklin eller doksycyklin. RGC49-celler ble 
kotransfisert med pTE851 og pRG858. De transfiserte cellene ble utvalgt med 400 µg/ml 
hygromycin i to uker. Celler som eksprimerte eGFP men ikke YFP, ble isolert ved hjelp av 
strømningscytometri og benevnt som RS569-1. RS569-1-celler ble ekspandert i 
suspensjonskulturer i serumfritt produksjonsmedium ved tilstedeværelse eller fravær av 
doksycyklin. FcP1-protein i kondisjonert medium med 3 dager gamle kulturer ble 
undersøkt med SDS-PAGE og Coomassie-blått. RS569-1-cellene eksprimerte FcFP1-
protein på samme måte som RS421-1 ved tilstedeværelse av 1 µg/ml doksycyklin i 
kulturmediet. Svært lite FcFP1-protein ble detektert fra RS569-1-cellene i fraværet av 
doksycyklin.

Eksempel 4. Bruk av et tredje Lox-sete (Lox2272) ved EESYR for å skape 
dualekspresjonskassett

[0118] Celler fra en hvilken som helst cellelinje som bærer et DsRED-gen flankert av et 
LoxP-sete og et Lox511-sete ved EESYR-locus transfiseres med pRG858 og en vektor 
som omfatter, i 5'- til 3'-retning, et LoxP-sete, en første promotor, en YFP, et Lox2272-
sete, en andre promotor, en eGFP, og en Lox511. Celler som eksprimerer eGFP og YFP, 
men ikke DsRed, isoleres. Isolerte celler transfiseres deretter med pRG858, pRG1167 (en 
vektor som har, i 5'- til 3'-retning, et LoxP-sete, en SV40-senpromotor, et 
hygromycinresistent gen, en CMV-MIE-promotor, en DsRed og et Lox2272-sete) eller 
pRG1234 (en vektor som har, i 5'- til 3'-retning, et Lox2272-sete, en SV40-senpromotor, et 
hygromycinresistent gen, en CMV-MIE-promotor, en DsRed og et Lox511-sete). Celler 
som er i stand til å eksprimere noen av DsRED og eGFP, men ikke YFP, eller DsRED og 
YFP, men ikke eGFP, isoleres.
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Eksempel 5. Antistoffekspresjon fra RGC38-vertceller

[0119] RGC38-celler ble transfisert med pTE963 og pRG858. pTE963 har, i 5'- til 3'-
retning, et LoxP-sete, en SV40-senpromotor, et hygromycinresistent gen, en IRES, en 
eGFP, en CMV-MIE-promotor, et antistoffs lettkjedegen, en CMV-MIE-promotor, et 
antistoffs tungkjedegen, og et Lox511-sete. De transfiserte kulturene ble utvalgt med 
hygromycin ved 400 µg/ml hver i to uker. Celler som eksprimerte eGFP men ikke dsRed, 
ble isolert ved hjelp av strømningscytometri. De isolerte cellene ble ekspandert i 
suspensjon i serumfritt produksjonsmedium og ble benevnt RS533-celler. For 
produksjonen av antistoffer ble RS533-celler dyrket i en bioreaktor i 10 dager. Alikvoter av 
brukt medium fra dag seks til dag ti ble oppsamlet, og proteinsammensetningen deres ble 
analysert med SDS-PAGE. Tungkjede- og lettkjedepeptidet til antistoffet i det 
bioreaktorbrukte mediet ble lett detektert ved hjelp av Coomassie-blått.

Eksempel 6. Uthenting og subkloning av EESYR-sekvenser

[0120] En CHO-cellelinje (benevnt RGC21) som eksprimerte høye nivåer av et 
rapportørgen, DsRed, ble utvalgt for isolasjon av EESYR-sekvenser, ettersom Southern 
blot-analyse indikerte at den høye ekspresjonen av DsRed-ekspresjon observert for denne 
cellelinjen er drevet av en enkelt integrasjon av en ekspresjonskassett som koder DsRed. 
Genomsekvenser 5' til ekspresjonskassetten ble uthentet ved å transfisere RGC21-celler 
med lineariserte pTE494-plasmider, en vektor som har, i 5'- til 3'-retning, et LoxP-sete, et 
ampicillinresistensgen, en bakteriell replikasjonsstart, et multippelt kloningssete (EcoRI, 
BgIII, Xbal, Apal), en CMV-MIE-promotor, et neomycin-fosfotransferasegen, en IRES, en 
eGFP og et Lox511-sete. Celler som eksprimerte eGFP men ikke DsRed, ble isolert ved 
hjelp av strømningscytometri som en pool. Genomisk DNA ble isolert, åpnet med Xbal-
restriksjonsendonuklease, og selvligerte slik at det dannet pRG1106. Genomsekvenser 3' 
til ekspresjonskassetten ble uthentet ved å transfisere RGC21-celler med sirkulære 
pTE495-plasmider, en vektor som har, i 5'- til 3'-retning, et LoxP-sete, en CMV-MIE-
promotor, et neomycin-fosfotransferasegen, en IRES, en eGFP, en bakteriell 
replikasjonsstart, et multippelt kloningssete (EcoRI, BglII, Xbal, Apal), et 
ampicillinresistensgen, og et Lox511-sete. Celler som eksprimerte eGFP men ikke DsRed, 
ble isolert ved hjelp av strømningscytometri som en pool. Genomisk DNA ble isolert, åpnet
med Mfel-restriksjonsendonuklease, og selvligerte slik at det dannet pRG1099.

Eksempel 7. Plasmidkonstruksjon for EESYR-analyse

[0121] EESYR-sekvenser ble eksidert fra enten pRG1106 eller pRG1099 som Agel-
fragmenter og satt inn i Agel- og NgoMIV-setene på pTE575, et plasmid som eksprimerer 
FCFP2, for å gi plasmid pTE809. pTE575-plasmidet har, i 5'- til 3'-retning, en SV40-
senpromotor, et hygromycinresistent gen, en CMV-MIE-promotor, og et gen som koder 
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FCFP2-protein. I stabilt transfiserte CHO-celler ga pTE809 og pTE575 at henholdsvis 
97,22 % og 38,57 % av cellene eksprimerte detekterbare nivper av FCFP2-protein. 
Gjennomsnittlig fluorescens hos FcFP2 detektert av et FITC-konjugert antistoff var 482,54 
og 279,75 for kulturer transfisert med henholdsvis pTE809 og pTE575. Dermed økte 
inklusjonen av EESYR i ekspresjonsvektorer ekspresjonen av FCFP2-protein i stabil 
transfeksjon.

Eksempel 8. Uthenting og subkloning av EESYR-sekvenser

[0122] En CHO-cellelinje (benevnt RGC21) som eksprimerte høye nivåer av et 
rapportørgen, DsRed, ble utvalgt for isolasjon av EESYR-sekvenser, ettersom Southern 
blot-analyse indikerte at den høye ekspresjonen av DsRed-ekspresjon observert for denne 
cellelinjen er drevet av en enkelt integrasjon av en ekspresjonskassett som koder DsRed. 
Genomsekvenser 5' til ekspresjonskassetten ble uthentet ved å transfisere RGC21-celler 
med lineariserte pTE494-plasmider, en vektor som har, i 5'- til 3'-retning, et LoxP-sete, et 
ampicillinresistensgen, en bakteriell replikasjonsstart, en CMV-MIE-promotor, et neomycin-
fosfotransferasegen, en IRES, en eGFP og et Lox511-sete. Celler som eksprimerte eGFP 
men ikke DsRed, ble isolert ved hjelp av strømningscytometri som en pool. Genomisk 
DNA ble isolert, åpnet med Xbal-restriksjonsendonuklease, og selvligerte slik at det dannet 
pRG1106. Genomsekvenser 3' til ekspresjonskassetten ble uthentet ved å transfisere 
RGC21-celler med sirkulære pTE495-plasmider, en vektor som har, i 5'- til 3'-retning, et 
LoxP-sete, en CMV-MIE-promotor, et neomycin-fosfotransferasegen, en IRES, en eGFP, 
en bakteriell replikasjonsstart, et ampicillinresistensgen, og et Lox511-sete. Celler som 
eksprimerte eGFP men ikke DsRed, ble isolert ved hjelp av strømningscytometri som en 
pool. Genomisk DNA ble isolert, åpnet med Mfel-restriksjonsendonuklease, og selvligerte 
slik at det dannet pRG1099.

Eksempel 9. Plasmidkonstruksjon for EESYR-analyse

[0123] EESYR-sekvenser ble eksidert fra enten pRG1106 eller pRG1099 som Agel-
fragmenter og satt inn i Agel- og NgoMIV-setene på pTE575, et plasmid som eksprimerer 
FCFP2, for å gi plasmid pTE809. pTE575-plasmidet har, i 5'- til 3'-retning, en SV40-
senpromotor, et hygromycinresistent gen, en CMV-MIE-promotor, og et gen som koder 
FCFP2-protein. I stabilt transfiserte CHO-celler ga pTE809 og pTE575 at henholdsvis 
97,22 % og 38,57 % av cellene eksprimerte detekterbare nivper av FCFP2-protein. 
Gjennomsnittlig fluorescens hos FcFP2 detektert av et FITC-konjugert antistoff var 482,54 
og 279,75 for kulturer transfisert med henholdsvis pTE809 og pTE575. Dermed økte 
inklusjonen av EESYR i ekspresjonsvektorer ekspresjonen av FCFP2-protein i stabil 
transfeksjon.
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LISTE OVER SEKVENSER

[0124]

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.

<120> Regioner med forsterket ekspresjon og stabilitet

<130> 3051A

<140> Skal tildeles
< 141> 2008-06-04

<150> 60/933 213
< 151> 2007-06-04

<160> 8

<170> FastSEQ for Windows versjon 4.0

<210> 1
< 211> 6473
< 212> DNA
< 213> Cricetulus griseus
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<400> 1 
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<210> 2
< 211> 7045
< 212> DNA
< 213> Cricetulus griseus

<400> 2 
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<210> 3
< 211> 6473
< 212> DNA
< 213> Cricetulus griseus

<400> 3 
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<210> 4
< 211> 7045
< 212> DNA
< 213> Cricetulus griseus

<400> 4 
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<210> 5
< 211> 13515
< 212> DNA
< 213> Cricetulus griseus

<400> 5 
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<210> 6
< 211> 14553
< 212> DNA
< 213> Mus musculus
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<400> 6 
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<210> 7
< 211> 34
< 212> DNA
< 213> Kunstig sekvens

<220>
< 223> Syntetisk

<400> 7
ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag ttgt 34

<210> 8
< 211> 34
< 212> DNA
< 213> Kunstig sekvens

<220>
< 223> Syntetisk

<400> 8
ataacttcgt ataatgtata ctatacgaag ttag 34
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P a t e n t k r a v

1. Isolert celle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens valgt blant SEKV ID NR: 
1, 3 eller 5, og minst ett rekombinasegjenkjenningssete som befinner seg i en 
nukleotidsekvens i SEKV ID NR: 1, 3 eller 5.

2. Isolert celle ifølge krav 1, der det minst ene rekombinasegjenkjenningssetet er 
uavhengig valgt fra gruppen som består av et loxP-sete, et lox 511-sete, et lox 2272-sete, 
og et frt-sete.

3. Isolert celle ifølge krav 1, som videre omfatter et første gen av interesse (GOI) som 
koder et protein, der det første GOI-et er integrert ved det minst ene 
rekombinasegjenkjenningssetet; der GOI-et opsjonelt er funksjonelt knyttet til en promotor.

4. Isolert celle ifølge krav 3, som videre omfatter et andre GOI som koder et protein, der et 
rekombinasegjenkjenningssete er til stede mellom det første GOI-et og det andre GOI-et; 
som opsjonelt videre omfatter et rekombinasegjenkjenningssete 5' til det første GOI-et og 
et rekombinasegjenkjenningssete 3' i forhold til det andre GOI-et.

5. Isolert celle ifølge krav 1, der cellen er en CHO-celle, og der den 
ekspresjonsforsterkende sekvensen er SEKV ID NR: 5.

6. Isolert celle ifølge krav 5, der rekombinasegjenkjenningssetet befinner seg ved en 
posisjon mellom nukleotidene 5.000-7.400 i SEKV ID NR: 5; nukleotidene 5.000-6.500 i 
SEKV ID NR: 5; nukleotidene 6.400-7.400 i SEKV ID NR: 5; eller nukleotidene 6.400-
6.500 i SEKV ID NR: 5.

7. CHO-celle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens som er nukleotidene 
6.400–6.500 i SEKV ID NR: 5, videre omfatter minst ett rekombinasegjenkjenningssete 
flankert 5' eller 3' av et humant gen av interesse (GOI), der det humane GOI-et opsjonelt 
er flankert 5' av det første rekombinasegjenkjenningssetet, og CHO-cellen videre omfatter 
et andre rekombinasegjenkjenningssete som flankerer 3' det humane GOI-et.

8. CHO-celle ifølge krav 7, som videre omfatter et andre humant GOI som flankerer 3' det 
andre rekombinasegjenkjenningssetet; som opsjonelt videre omfatter et tredje 
rekombinasegjenkjenningssete som flankerer 3' det andre humane GOI-et.
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9. CHO-celle ifølge krav 8, som videre omfatter minst ett markørgen mellom det andre 
rekombinasegjenkjenningssetet og det andre genet av interesse.

10. CHO-celle ifølge krav 9, som videre omfatter en promotor som er funksjonelt knyttet til 
det første humane GOI-et, og en promotor som er funksjonelt knyttet til det andre GOI-et; 
der promotorene opsjonelt er eukaryote promotorer, og de eukaryote promotorene er 
funksjonelt knyttet til en prokaryot operator.

11. CHO-celle ifølge krav 10, der det andre og det tredje rekombinasegjenkjenningssetet 
er i en orientering motsatt av det første tredje rekombinasegjenkjenningssetet.

12. Isolert celle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens valgt blant SEKV ID 
NR: 1, 3 eller 5 og minst ett eksogent tillagt GOI i den ekspresjonsforsterkende sekvensen.

13. Isolert celle ifølge krav 12, der cellen er en CHO-celle, den ekspresjonsforsterkende 
sekvensen omfatter SEKV ID NR: 5, det minst ene eksogent tilsatte GOI-et er et humant 
gen, og det humane genet er funksjonelt knyttet til en eksogent tilsatt promotor.

14. Framgangsmåte for å lage et protein av interesse, som omfatter: 

(a) å tilveiebringe en vertcelle som omfatter en ekspresjonsforsterkende sekvens 
valgt blant SEKV ID NR: 1, 3 eller 5, eller nukleotidene 6.400–6.500 i SEKV ID NR: 
5,

(b) å sette inn i vertcellen, innenfor den ekspresjonsforsterkende sekvensen, et gen 
av interesse (GOI) som er funksjonelt knyttet til en promotor;

(c) å opprettholde vertcellen i (a) under betingelser som gjør at GOI-et kan 
eksprimere et protein av interesse; og

(d) å hente ut proteinet av interesse.

15. Isolert celle, CHO-celle eller framgangsmåte ifølge et av de foregående kravene, der 
det første og/eller andre GOI-et koder et protein valgt blant en antistoff-lettkjede eller 
antigenspesifikt fragment av dette, en antistoff-tungkjede eller antigenspesifikt fragment av 
dette, en ligand, og en reseptor eller ligandspesifikt fragment av dette.

16. Bruk av isolert celle ifølge krav 1 eller CHO-celle ifølge krav 7 for å lage et antistoff 
eller fragment av dette.
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