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PATENTKRAV

1. Cellekulturmedium, som er serumfritt, som omfatter = 0,09 mM + 0,014 mM ornitin
og = 0,20 + 0,03 mM putrescin.

2. Cellekulturmediet ifalge krav 1 som omfatter 0,3 £ 0,05 mM til 0,9 £ 0,14 mM

ornitin.

3. Cellekulturmediet ifglge ett av kravene 1 og 2 som omfatter:
(a) ornitin ved 0,6 + 0,09 mM; og/eller

(b) putrescin ved 0,714 £ 0,11 mM.

4. Cellekulturmediet ifalge ett av de foregaende kravene, hvori:
(a) mediet er hydrolysatfritt eller er kjemisk definert;

(b) mediet omfatter =2 40 £+ 6 mM av en blanding av aminosyrer eller salter derav,
fortrinnsvis hvori blandingen av aminosyrer bestar av alanin, arginin, asparagin,
asparaginsyre, cystein, glutaminsyre, glysin, histidin, isoleucin, leucin, lysin,

metionin, fenylalanin, prolin, serin, treonin, tryptofan, tyrosin og valin;

(c) mediet omfatter en eller flere fettsyrer, fortrinnsvis hvori den ene eller flere
fettsyrene er valgt fra gruppen som bestar av linolsyre, linolensyre, liponsyre,
oljesyre, palmitinsyre, stearinsyre, arakidsyre, arakidonsyre, laurinsyre, behensyre,
dekansyre, dodekansyre, heksansyre, lignosersyre, myristinsyre og oktansyre;

(d) mediet omfatter en blanding av nukleosider, fortrinnsvis hvori blandingen av
nukleosider omfatter en eller flere av adenosin, guanosin, cytidin, uridin, tymidin og

hypoksantin;
(e) mediet omfatter adenosin, guanosin, cytidin, uridin, tymidin og hypoksantin;

(f) mediet omfatter en eller flere divalente kationer, fortrinnsvis hvori det divalente

kationet er magnesium, kalsium eller begge deler; og/eller

(9) kulturmediet omfatter Ca?* og Mg?*.
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5. Fremgangsmate for dyrking av celler, som omfatter trinnene: (a) & tilveiebringe et
cellekulturmedium ifaglge ett av de foregaende kravene, og (b) & forplante eller

vedlikeholde en celle i cellekulturmediet for & danne en cellekultur.
6. Fremgangsmaten ifglge krav 5, hvori:

(a) cellen er valgt fra gruppen som bestar av pattedyrcelle, avieercelle, insektcelle,

bakteriecelle og gjeercelle, fortrinnsvis hvori cellen er en CHO-celle; og/eller

(b) cellen uttrykker et protein av interesse.

7. Fremgangsmaten ifalge krav 6, hvori cellen uttrykker et protein av interesse der:
(a) proteinet av interesse er et antigenbindende protein;

(b) proteinet av interesse omfatter et FC-domene; og/eller

(c) proteinet av interesse er et reseptor-Fc-fusjonsprotein, fortrinnsvis hvori

reseptor-Fc-fusjonsproteinet er et felleprotein.

8. Fremgangsmaten ifalge krav 7, hvori proteinet av interesse er et reseptor-Fc-
fusjonsprotein som er et felleprotein der felleproteinet er en IL-1-antagonist eller en
VEGF-antagonist.

9. Fremgangsmaten ifaglge krav 6, hvori proteinet av interesse er et antistoff eller et
antistoffragment, fortrinnsvis hvori antistoffet eller antistoffragmentet er et

rekombinant humant antistoff eller fragment derav.

10. Fremgangsmaten ifglge ett av kravene 5 til 9, hvori:

(a) cellene har en gjennomsnittlig doblingstid pa < 30 timer;
(b) cellene har en gjennomsnittlig doblingstid pa < 24 timer;

(c) cellene har en gjennomsnittlig doblingstid som er minst en tredjedel av cellene
dyrket i et cellekulturmedium som inneholder < 0,3 = 0,045 mM ornitin og <0,2 +

0,03 mM putrescin;

(d) cellekulturen er i stand til & oppna en levedyktig celletalltetthet som er minst
15 % starre enn en lignende cellekultur i medier som inneholder < 0,09 £ 0,014 mM

ornitin og <0,2 + 0,03 mM putrescin;
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(e) cellekulturen er i stand til & oppna en levedyktig celletalltetthet som er minst 3
ganger stgrre enn en lignende cellekultur i et tilsvarende cellekulturmedium som

inneholder < 0,09 + 0,014 mM ornitin og <0,2 + 0,03 mM putrescin; og/eller

(f) fremgangsmaten omfatter trinnet & tilsette en eller flere brukstilsetninger til
cellekulturmediet, fortrinnsvis hvori brukstilsetningene omfatter en av flere av
NaHCOs, glutamin, insulin, glukose, CuSO4, ZnS0O4, FeCls, NiSO4, Na4sEDTA, og
Nas-citrat og/eller hver av NaHCOs, glutamin, insulin, glukose, CuSO4, ZnSOa,

FeCls, NiSO4, Nas EDTA, og Nas-citrat tilsettes til mediet som brukstilsetninger.
11. Fremgangsmate for fremstilling av et protein som omfatter trinnene:

(a) & innfare en nukleinsyre inn i en celle som omfatter en sekvens som koder for et

protein av interesse;
(b) & velge en celle som baerer nukleinsyren;

(c) & dyrke den valgte cellen i et cellekulturmedium ifglge ett av kravene 1-4 eller
ifalge fremgangsmaten ifglge ett av kravene 5-10; og

(d) a uttrykke proteinet av interesse i cellen, hvori proteinet av interesse skilles ut i

mediet.

12. Fremgangsmaten ifglge krav 11, hvori cellen er en CHO-celle, 293-celle eller
BHK-celle.

13. Fremgangsmaten ifglge krav 11 eller 12, hvori:
(a) proteinet av interesse er et antigenbindende protein;
(b) proteinet av interesse omfatter et FC-domene; og/eller

(c) proteinet av interesse er valgt fra gruppen som bestar av reseptor-Fc-
fusjonsprotein  (TRAP), opplgselig TCR-Fc-fusjonsprotein, antistoff, Fc-

fusjonsprotein og ScFv-protein.
14. Fremgangsmaten ifglge ett av kravene 11 til 14, hvori:

(a) proteinet av interesse fremstilles ved en gjennomsnittlig 7-dagers titer som er
minst 7 % stgrre enn den gjennomsnittlige 7-dagers titeren fremstilt av en lignende
celle i et cellekulturmedium som inneholder mindre enn 0,09 £+ 0,014 mM ornitin og

mindre enn 0,2 + 0,03 mM putrescin;
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(b) proteinet av interesse fremstilles ved en gjennomsnittlig 7-dagers titer som er
minst 14 % starre enn den gjennomsnittlige 7-dagers titeren fremstilt av en lignende
celle i et cellekulturmedium som inneholder mindre enn 0,09 + 0,014 mM ornitin og

mindre enn 0,2 + 0,03 mM putrescin;

(c) proteinet av interesse fremstilles ved en gjennomsnittlig 7-dagers titer som er
minst 80 % starre enn den gjennomsnittlige 7-dagers titeren fremstilt av en lignende
celle i et cellekulturmedium som inneholder mindre enn 0,09 + 0,014 mM ornitin og

mindre enn 0,2 + 0,03 mM putrescin;

(d) proteinet av interesse fremstilles ved en gjennomsnittlig 7-dagers titer som er
minst 2 ganger stgrre enn den gjennomsnittlige 7-dagers titeren fremstilt av en
lignende celle i et cellekulturmedium som inneholder mindre enn 0,09 + 0,014 mM

ornitin og mindre enn 0,2 + 0,03 mM putrescin; og/eller

(e) proteinet av interesse fremstilles ved en gjennomsnittlig 7-dagers titer som er
minst 3 ganger stgrre enn den gjennomsnittlige 7-dagers titeren fremstilt av en
lignende celle i et cellekulturmedium som inneholder mindre enn 0,09 + 0,014 mM

ornitin og mindre enn 0,2 + 0,03 mM putrescin.

15. Fremgangsmaten ifglge ett av kravene 11 til 14, hvori proteinet av interesse er
et rekombinant humant antistoff.
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