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Patentkrav

1. Fremgangsmate for pavisning og isolering av celler som produserer hgye nivaer

av et heterodimert protein med en fgrste underenhet og en andre underenhet, idet

fremgangsmaten omfatter:
(a) a transfektere celler med en nukleinsyre som koder for et celleoverflate-
captureprotein (cell surface capture protein — CSCP), hvilket er et
fusjonsprotein som omfatter et antigenbindende protein og et
membranankerdomene, hvor cellen uttrykket det heterodimere protein, hvor
det heterodimere protein omfatter atskillige underenheter og et farste sted pa
det heterodimere protein ligger pa en farste underenhet som omfatter en tung
kjede omfattende et villtype-CH3-domene med en histidinrest pa posisjon 95
ifolge IMGT-ekson-nummereringssystemet og en tyrosinrest pa posisjon 96
ifolge IMGT-ekson-nummereringssystemet, og et andre sted pa det
heterodimere protein ligger pa en andre underenhet som omfatter en tung
kjede omfattende et substituert CH3-domene med en argininrest pa posisjon
95 ifelge IMGT-ekson-nummereringssystemet og en fenylalaninrest pa
posisjon 96 ifglge IMGT-ekson-nummereringssystemet, hvor CSCP-et
omfatter en ScFv som er i stand til & binde den farste underenhet, men ikke
den andre underenhet av det heterodimere protein; og hvor (i) CSCP-et
binder til det farste sted pa det heterodimere protein for & danne et CSCP-
heterodimert proteinkompleks inne i vertscellen, (ii) det CSCP-heterodimere
proteinkompleks transporteres gjennom vertscellen, og (iii) vises deretter pa
overflaten av vertscellen;
(b) & pavise en celle av (a) som uttrykker CSCP-et i hgyt utbytte;
(c) a isolere og kultivere cellen som uttrykker CSCP-et i hayt utbytte;
(d) & pavise det heterodimere protein pa overflaten av den isolerte og
kultiverte celle av trinn (c) med et pavisningsmolekyl som binder det andre
sted pa det heterodimere protein, hvor pavisningsmolekylet omfatter et
rekombinant antigenbindende protein som spesifikt binder det substituerte
CH3-domene som har en argininrest pa posisjon 95 ifglge IMGT-ekson-
nummereringssystemet og en fenylalaninrest pa posisjon 96 ifglge IMGT-

ekson-nummereringssystemet; og
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(e) aisolere den i trinn (d) paviste celle som baerer det paviste heterodimere

protein pa sin overflate.

2. Fremgangsmate for pavisning eller isolering av en celle som stabilt uttrykker et

heterodimert protein med en fgrste underenhet og en andre underenhet, idet

fremgangsmaten omfatter trinnene av:
(a) a uttrykke i en vertscelle:
(i) et celleoverflate-captureprotein (CSCP), som omfatter et antigenbindende
protein og et membranankerdomene, og
(ii) et heterodimert protein, hvor det heterodimere protein omfatter atskillige
underenheter og et farste sted pa det heterodimere protein ligger pa en faorste
underenhet som omfatter en tung kjede omfattende et villtype-CH3-domene
med en  histidinrest pa posisjon 95 ifglge  IMGT-ekson-
nummereringssystemet og en tyrosinrest pa posisjon 96 ifglge IMGT-ekson-
nummereringssystemet, og et andre sted pa det heterodimere protein ligger
pa en andre underenhet som omfatter en tung kjede omfattende et substituert
CH3-domene med en argininrest pa posisjon 95 ifglge IMGT-ekson-
nummereringssystemet og en fenylalaninrest pa posisjon 96 ifglge IMGT-
ekson-nummereringssystemet, hvor CSCP-et omfatter en ScFv som er i
stand til & binde den ferste underenhet, men ikke den andre underenhet av
det heterodimere protein, og hvor (i) CSCP-et binder til det fgrste sted pa det
heterodimere protein for & danne et CSCP-heterodimert proteinkompleks
inne i vertscellen, (ii) det CSCP-heterodimere proteinkompleks transporteres
gjennom vertscellen, og (iii) vises deretter pa overflaten av vertscellen;
(b) & bringe vertscellen i kontakt med et pavisningsmolekyl, hvor
pavisningsmolekylet binder til det andre sted pa det heterodimere protein,
hvor pavisningsmolekylet omfatter et rekombinant antigenbindende protein
som spesifikt binder det substituerte CH3-domene som har en argininrest pa
posisjon 95 ifglge IMGT-ekson-nummereringssystemet og en fenylalaninrest
pa posisjon 96 ifglge IMGT-ekson-nummereringssystemet; og

(c) a velge ut vertscellen som binder pavisningsmolekylet.
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3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller 2, hvor det heterodimere protein omfatter et

bispesifikt antistoff, et Fc-inneholdende fusjonsprotein eller et TCR-Fc.

4. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregaende krav, hvor CSCP-et
omfatter et rekombinant antigenbindende protein som binder et humant IgG1-Fc-

domene, et humant I|gG2-Fc-domene eller et humant IgG4-Fc-domene.

5. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregaende krav, hvor
fremgangsmaten omfatter & bringe cellen i kontakt med et blokkeringsmolekyl, hvor
blokkeringsmolekylet binder tii CSCP som ikke er bundet til det heterodimere

protein, men binder ikke til det CSCP-heterodimere proteinkompleks.

6. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregaende krav, hvor cellen

pavises og utvelges gjennom fluorescensaktivert cellesortering.

7. Fremgangsmate ifglge et hvilkket som helst av de foregdende krav, hvor
pavisningsmolekylet (DM) omfatter et merket rekombinant antigenbindende protein
som binder et humant IgG1-Fc-domene, et humant IgG2-Fc-domene eller et humant
IlgG4-Fc-domene, hvor Fc-domenet omfatter en argininrest pa posisjon 95 ifalge
IMGT-ekson-nummereringssystemet og en fenylalaninrest pa posisjon 96 ifglge

IMGT-ekson-nummereringssystemet.

8. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 6, hvor:

(a) det antigenbindende protein omfatter et antistoff eller ScFv som binder et
polypeptid omfattende en aminosyresekvens av SEQ ID NO:42;

(b) det antigenbindende protein omfatter et antistoff eller ScFv som binder et
polypeptid omfattende en aminosyresekvens av SEQ ID NO:42 med en Kb
pa mindre enn cirka 60 nM som malt i et overflateplasmonresonansassay;
eller

(c) det antigenbindende protein er et antistoff eller ScFv som binder til den
samme epitop pa det substituerte CH3-polypeptid som et antistoff som
omfatter en tung kjede CDR-1 (HCDR1) som har aminosyresekvensen av
SEQ ID NO:32, en HCDR-2 som har aminosyresekvensen av SEQ ID NO:33,
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en HCDR-3 som har aminosyresekvensen av SEQ ID NO:34, en lett kjede
CDR-1 (LCDR-1) som har aminosyresekvensen av SEQ ID NO:35, en
LCDR-2 som har aminosyresekvensen av SEQ ID NO:36, og en LCDR-3

som har aminosyresekvensen av SEQ ID NO:37.

9. Fremgangsmate ifglge krav 8, hvor:

(a) pavisningsmolekylets antigenbindende protein omfatter én eller flere
komplementaritetsbestemmende regioner (CDR-er) av en tungkjedevariabel
region (HCVR) som har en aminosyresekvens som er i det minste 95%
identisk med SEQ ID NO:38, eller av en lettkjedevariabel region (LCVR) som
har en aminosyresekvens som er i det minste 95% identisk med SEQ ID
NO:39;

(b) pavisningsmolekylets antigenbindende protein omfatter en tung kjede
CDR-1 (HCDR-1) som har aminosyresekvensen av SEQ ID NO:32, en
HCDR-2 som har aminosyresekvensen av SEQ ID NO:33, en HCDR-3 som
har aminosyresekvensen av SEQ ID NO:34, en lett kiede CDR-1 (LCDR-1)
som har aminosyresekvensen av SEQ ID NO:35, en LCDR-2 som har
aminosyresekvensen av SEQ ID NO:36, og en LCDR-3 som har
aminosyresekvensen av SEQ ID NO:37;

(c) pavisningsmolekylets antigenbindende protein omfatter en HCVR som
har en aminosyresekvens som er i det minste 95% identisk med SEQ ID
NO:38, og en LCVR som har en aminosyresekvens som er i det minste 95%
identisk med SEQ ID NO:39; eller

(d) pavisningsmolekylets antigenbindende protein omfatter en HCVR som
har en aminosyresekvens av SEQ ID NO:38, og en LCVR som har en
aminosyresekvens av SEQ ID NO:39;

(e) pavisningsmolekylets antigenbindende protein er et antistoff som omfatter
en tung kjede som omfatter en aminosyresekvens som er i det minste 95%
identisk med SEQ ID NO:40, og en lett kjede som omfatter en
aminosyresekvens som er i det minste 95% identisk med SEQ ID NO:41;
eller

(f) pavisningsmolekylets rekombinante antigenbindende protein er et antistoff

som omfatter en tung kjede som har en aminosyresekvens som er identisk
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med SEQ ID NO:40, og en lett kjede som har en aminosyresekvens som er
identisk med SEQ ID NO:41.

10. Fremgangsmate ifalge et hvilkket som helst av de foregaende krav, hvor
pavisningsmolekylets antigenbindende protein er et ScFv-fusjonsprotein som
omfatter:
(a) (i) et tungkjedevariabelt domene som omfatter en aminosyresekvens som
er i det minste 95% identisk med SEQ ID NO:38; (ii) et lettkjedevariabelt
domene som omfatter en aminosyresekvens som er i det minste 95% identisk
med SEQ ID NO:39, og (iii) et membranankerdomene;
(b) et tungkjedevariabelt domene som har en aminosyresekvens identisk
med SEQ ID NO: 38, og et lettkjedevariabelt domene som har en
aminosyresekvens identisk med SEQ ID NO: 39; eller
(c) aminosyresekvensen av SEQ ID NO:43.
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