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PATENTKRAV

1. Fremgangsmate for rekombinant produksjon av et heterologt
immunoglobulin i en CHO-celle utskilt til dyrkingsmediet, som omfatter:
a) a tilveiebringe en CHO-celle, som er

- tilpasset til vekst i suspensjonskultur,

- tilpasset til vekst i serumfritt medium,

- mykoplasmafritt;

b) & tilveiebringe en nukleinsyre som omfatter

- et prokaryot replikasjonsorigo,

- en fgrste nukleinsyresekvens som gir resistens mot et
prokaryot seleksjonsmiddel,

- en andre nukleinsyresekvens som koder for den tunge kjeden
til det heterologe immunoglobulinet, og/eller

- en tredje nukleinsyresekvens som koder for den lette kjeden
til det heterologe immunoglobulinet,

slik at det tilveiebringes en fgrste transfeksjonsvektor som omfatter den
tilveiebrakte nukleinsyren og i tillegg en fjerde nukleinsyresekvens som
gir resistens mot et fgrste eukaryot seleksjonsmiddel,

slik at det tilveiebringes en andre transfeksjonsvektor som omfatter den
tilveiebrakte nukleinsyren og i tillegg en fjerde nukleinsyresekvens som
gir resistens mot et andre eukaryot seleksjonsmiddel, idet det andre
eukaryote seleksjonsmidlet er forskjellig fra det fgrste eukaryote
seleksjonsmidlet,

b1) & tilveiebringe en nukleinsyre som omfatter

- et prokaryot replikasjonsorigo,

- en fgrste nukleinsyresekvens som gir resistens mot et
prokaryot seleksjonsmiddel,

- en andre nukleinsyresekvens som koder for den tunge kjeden
til det heterologe immunoglobulinet, og/eller en tredje
nukleinsyresekvens som koder for den lette kjeden til det heterologe

immunoglobulinet,
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slik at det tilveiebringes en tredje transfeksjonsvektor som omfatter den
tilveiebrakte nukleinsyren og i tillegg en fjerde nukleinsyresekvens som
gir resistens mot et tredje eukaryot seleksjonsmiddel, idet det tredje
eukaryote seleksjonsmidlet er forskjellig fra det fgrste eukaryote
seleksjonsmidlet og ogsa er forskjellig fra det andre eukaryote
seleksjonsmidlet,

c) & transfektere CHO-cellen, idet transfeksjonen omfatter de fglgende
trinnene i fglgende rekkefglge:

(i) a transfektere CHO-cellen med den fgrste
transfeksjonsvektoren,

(i) & velge en CHO-celle transfektert i (i) ved selektiv dyrking i
dyrkningsmedium som inneholder et fgrste eukaryot seleksjonsmiddel
som den fgrste transfeksjonsvektoren gir resistens mot,

(iii) 3 transfektere den valgte CHO-cellen i (ii) med den andre
transfeksjonsvektoren,

(iv) & velge en CHO-celle transfektert i (iii) ved selektiv dyrking i
dyrkningsmedium som inneholder det fgrste eukaryote seleksjonsmidlet
som den fgrste transfeksjonsvektoren gir resistens mot, og det andre
eukaryote seleksjonsmidlet som den andre transfeksjonsvektoren gir
resistens mot,

(v) & transfektere den valgte CHO-cellen i (iv) med den tredje
transfeksjonsvektoren,

(vi) & velge en CHO-celle transfektert i (v) ved selektiv dyrking i
dyrkningsmedium som inneholder det fgrste eukaryote seleksjonsmidlet
som den fgrste transfeksjonsvektoren gir resistens mot, og det andre
eukaryote seleksjonsmidlet som den andre transfeksjonsvektoren gir
resistens mot, og det tredje eukaryote seleksjonsmidlet som den tredje
transfeksjonsvektoren gir resistens mot,

d) & dyrke den transfekterte CHO-cellen i et medium i naerveer av det
fgrste og det andre og det tredje eukaryote seleksjonsmidlet, under
forhold egnet for ekspresjon av den fgrste, andre og/eller tredje

nukleinsyren,
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e) a utvinne det utskilte heterologe immunoglobulinet fra dyrkingsmediet
og derved frembringe et heterologt immunoglobulin i en CHO-celle som
er utskilt til dyrkningsmediet,

idet den fgrste, andre og tredje transfeksjonsvektoren skiller seg fra
hverandre bare den i nukleinsyren som gir resistens mot det fagrste,
andre og tredje eukaryote seleksjonsmidlet.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, karakterisert ved at CHO-cellen
er en CHO K1-celle, eller en CHO DG44-celle, eller en CHO XL99-celle,
eller en CHO DXB11-celle, eller en CHO DP12-celle.

3. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende
kravene, karakterisert ved at den andre og/eller tredje nukleinsyren
inneholder hybrid intron nukleinsyresekvens.

4, Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregdende
kravene, karakterisert ved at promotoren som benyttes til
transkripsjonen av den andre og den tredje nukleinsyren er forskjellig fra
promotoren som benyttes for transkripsjonen av den fjerde nukleinsyren.
5. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregdende
kravene, karakterisert ved at promotoren som benyttes til
transkripsjonen av den andre og den tredje nukleinsyren er den samme.
6. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregdende
kravene, karakterisert ved at valget av en CHO-celle transfektert i trinn
c) (i) og/eller (iii) gjgres ved dyrking i dyrkningsmedium uten et
seleksjonsmiddel i 12 til 72 timer og deretter selektiv dyrking i
dyrkningsmedium som inneholder det fgrste seleksjonsmidlet i tilfelle (ii)
eller det fgrste og andre eukaryote seleksjonsmidlet i tilfelle (iv).

7. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregaende
kravene, karakterisert ved at kodon-bruken i den andre og tredje
nukleinsyren optimaliseres for translasjon i CHO-celler.

8. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregaende
kravene, karakterisert ved at trinn ¢) og trinn d) utfgres i det samme

mediet.
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9. Fremgangsmate ifglge krav 8, karakterisert ved at mediet er
et serumfritt medium eller et serumfritt medium supplert med definerte
animalske komponenter eller et medium fritt for animalske komponenter
eller et proteinfritt medium, et proteinfritt medium supplert med
definerte animalske komponenter, eller et definert proteinfritt medium,
eller et kjemisk definert medium.

10. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende
kravene, karakterisert ved at i trinn d) foregar dyrkingen i naerveer av de
eukaryote seleksjonsmidlene i et volum pa mindre enn 500 liter og at
dyrkingen foregar i fravaer av de eukaryote seleksjonsmidlene i et volum
pa 500 liter eller mer, og at det utskilte heterologe immunoglobulinet
utvinnes fra dyrkningsmediet uten de eukaryote seleksjonsmidlene.

11. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende
kravene, karakterisert ved at produktiviteten til CHO-cellene over 40
generasjoner ikke er mindre enn 70 % og ikke mer enn 130 % av
produktiviteten etter 10 generasjoner av dyrking som delt batch-dyrking.
12. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregdende
kravene, karakterisert ved at produktiviteten til CHO-cellene over 60
generasjoner ikke er mindre enn 50 % og ikke mer enn 150 % av
produktiviteten etter 10 generasjoner av dyrking som delt batch-dyrking.
13. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregdende
kravene, karakterisert ved at produktiviteten til CHO-cellene er minst 1,5
g/l av det heterologe immunoglobulinet innen 21 dager som matet batch-
dyrking.

14. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregaende
kravene, karakterisert ved at fremgangsmaten videre omfatter:

f) & rense det heterologe immunoglobulinet med ett eller flere
kromatografiske trinn.

15. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregaende
kravene, karakterisert ved at den transfekterte CHO-cellen i trinn d) har
- en doblingstid pd 150 % eller mindre av doblingstiden for

CHO-cellen som velges i undertrinn (ii),

NO/EP2592148



5

- et volumetrisk utbytte pa minst 125 % sammenlignet med
det volumetriske utbyttet av CHO-cellen som velges i (ii).

16. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende
kravene, karakterisert ved at det heterologe immunoglobulinet er et
antistoff mot AB.

17. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende
kravene, karakterisert ved at det heterologe immunoglobulinet er et
antistoff mot P-selektin.

18. CHO-celle som kan fas med fglgende fremgangsmate:

a) tilveiebringe en CHO-celle, som er

- tilpasset til vekst i suspensjonskultur,

- tilpasset til vekst i serumfritt medium,

- mykoplasmafritt;

b) tilveiebringe en nukleinsyre som omfatter

- et prokaryot replikasjonsorigo,

- en fgrste nukleinsyresekvens som gir resistens mot et
prokaryot seleksjonsmiddel,

- en andre nukleinsyresekvens som koder for den tunge kjeden
til det heterologe immunoglobulinet, og/eller en tredje
nukleinsyresekvens som koder for den lette kjeden til det heterologe
immunoglobulinet,

slik at det tilveiebringes en fgrste transfeksjonsvektor som omfatter den
tilveiebrakte nukleinsyren og i tillegg en fjerde nukleinsyresekvens som
gir resistens mot et fgrste eukaryot seleksjonsmiddel,

slik at det tilveiebringes en andre transfeksjonsvektor som omfatter den
tilveiebrakte nukleinsyren og i tillegg en fjerde nukleinsyresekvens som
gir resistens mot et andre eukaryot seleksjonsmiddel, idet det andre
eukaryote seleksjonsmidlet er forskjellig fra det fgrste eukaryote
seleksjonsmidlet,

b1) tilveiebringe en nukleinsyre som omfatter

- et prokaryot replikasjonsorigo,
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- en fgrste nukleinsyresekvens som gir resistens mot et
prokaryot seleksjonsmiddel,

- en andre nukleinsyresekvens som koder for den tunge kjeden
til det heterologe immunoglobulinet, og/eller en tredje
nukleinsyresekvens som koder for den lette kjeden til det heterologe
immunoglobulinet,

slik at det tilveiebringes en tredje transfeksjonsvektor som omfatter den
tilveiebrakte nukleinsyren og i tillegg en fjerde nukleinsyresekvens som
gir resistens mot et tredje eukaryot seleksjonsmiddel, idet det tredje
eukaryote seleksjonsmidlet er forskjellig fra det fgrste eukaryote
seleksjonsmidlet og ogsa er forskjellig fra det andre eukaryote
seleksjonsmidlet,

c) transfektere CHO-cellen, idet transfeksjonen omfatter de fglgende
trinnene i fglgende rekkefglge:

(i) transfektere CHO-cellen med den farste
transfeksjonsvektoren,

(i) velge en CHO-celle transfektert i (i) ved selektiv dyrking i
dyrkningsmedium som inneholder et fgrste eukaryot seleksjonsmiddel
som den fgrste transfeksjonsvektoren gir resistens mot,

(iii) transfektere den valgte CHO-cellen i (ii) med den andre
transfeksjonsvektoren,

(iv) velge en CHO-celle transfektert i (iii) ved selektiv dyrking i
dyrkningsmedium som inneholder det fgrste eukaryote seleksjonsmidlet
som den fgrste transfeksjonsvektoren gir resistens mot, og det andre
eukaryote seleksjonsmidlet som den andre transfeksjonsvektoren gir
resistens mot,

(v) transfektere den valgte CHO-cellen i (iv) med den tredje
transfeksjonsvektoren,

(vi) velge en CHO-celle transfektert i (v) ved selektiv dyrking i
dyrkningsmedium som inneholder det fgrste eukaryote seleksjonsmidlet
som den fgrste transfeksjonsvektoren gir resistens mot, og det andre

eukaryote seleksjonsmidlet som den andre transfeksjonsvektoren gir
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resistens mot, og det tredje eukaryote seleksjonsmidlet som den tredje
transfeksjonsvektoren gir resistens mot,

idet den fgrste, andre og tredje transfeksjonsvektoren skiller seg fra
hverandre bare den i nukleinsyren som gir resistens mot det fgrste,
andre og tredje eukaryote seleksjonsmidlet.

19. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 eller cellen ifglge krav 18, karakterisert ved at immunoglobulinet er et
humant antistoff, eller et humanisert antistoff, eller et kimaert antistoff
eller et T-celleantigen-utarmet antistoff.

20. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 og 19 eller cellen ifglge et hvilket som helst av kravene 18 til 19,
karakterisert ved at CHO-cellen er en CHO K1-celle (ATCC CCL-61 eller
DSM ACC 110), eller en CHO DG44-celle (0gsd kjent som CHO-DHFR[-],
DSM ACC 126) eller en CHO XL99-celle, en CHO-T-celle (se f.eks.
Morgan, D., et al., Biochemistry 26 (1987) 2959-2963), eller en CHO-S-
celle, eller en Super-CHO-celle (Pak, S. C. O., et al., Cytotechnology. 22
(1996) 139-146).

21. Fremgangsmaten ifslge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 og 19 til 20 eller cellen ifglge et hvilket som helst av kravene 18 til 20,
karakterisert ved at den tunge og den lette kjeden inneholder en N-
terminal forlengelse som er ngdvendig for transport/utskilling av
polypeptidet gjennom cellen i det ekstracellulezere mediet.

22. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 og 19 til 21, karakterisert ved at fremgangsmaten er egnet for
fremstilling av et utskilt heterologt immunoglobulin i stor skala.

23. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 og 19 til 22, karakterisert ved at dyrking utfgres i et volum pa minst
100 I, mer foretrukket minst 500 I, mest foretrukket minst 1000 I.

24. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 og 19 til 23, karakterisert ved at dyrkingen av den transfekterte CHO-
cellen utfgres i naerveer av det eukaryote seleksjonsmidlet i

oppdyrkingsfermenteringene, og dyrkingen av den transfekterte CHO-
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cellen utfgres i fraveer av de eukaryote seleksjonsmidlene i
hovedfermenteringen, og at det utskilte heterologe immunoglobulinet
utvinnes fra dyrkningsmediet uten de eukaryote seleksjonsmidlene.

25. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 og 19 til 24, karakterisert ved at de eukaryote seleksjonsmidlene
tilsettes under vekstfasen og utelates under produksjonsfasen av CHO-
cellen.

26. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 og 19 til 25 eller cellen ifglge et hvilket som helst av kravene 18 til 21,
karakterisert ved at den spesifikke produktiviteten til den produserte
CHO-cellen er mer enn 1 ug/10° celler/d, fortrinnsvis mer enn 5 ug/10°
celler/d, mer foretrukket mer enn 10 pg/10° celler/d.

27. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 og 19 til 26 eller cellen ifglge et hvilket som helst av kravene 18 til 21
0g 26, karakterisert ved at det heterologe immunoglobulinet er et
ferdigbehandlet utskilt heterologt immunoglobulin.

28. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 og 19 til 27, karakterisert ved at mediet som anvendes i dyrkingen er
et serumfritt medium eller et serumfritt medium supplert med definerte
komponenter fra pattedyr eller et medium fritt for animalske
komponenter, eller et proteinfritt medium, et proteinfritt medium
supplert med definerte animalske komponenter, eller et kjemisk definert
medium, eller et medium fritt for komponenter fra pattedyr eller et
definert proteinfritt medium.

29. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 og 19 til 28, karakterisert ved at mediet er det samme i alle trinn og
er et medium egnet for storskalaproduksjon av det utskilte heterologe
immunoglobulinet.

30. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 og 19 til 29, karakterisert ved at den omfatter som et siste trinn 3
rense det heterologe immunoglobulinet med ett eller flere

kromatografiske trinn.
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31. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til
17 og 19 til 30 eller cellen ifglge et hvilket som helst av kravene 18-21
0og 26 til 27 og 30, karakterisert ved at vektoren som CHO-cellen
transfekteres med, og som omfatter en nukleinsyre som gir resistens mot
et eukaryot seleksjonsmiddel, ogsd omfatter en nukleinsyre som koder
for den lette kjeden til det heterologe immunoglobulinet og en
nukleinsyre som koder for den tunge kjeden til det heterologe
immunoglobulinet, eller at hvis vektoren bare omfatter en nukleinsyre
som koder for enten lettkjeden til immunoglobulinet eller tungkjeden til
immunoglobulinet, transfekteres CHO-cellen ogsa av en annen vektor
som omfatter en nukleinsyre som koder for den tilsvarende andre kjeden

av immunoglobulinet.
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