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Patentkrav

1. Fremgangsmate ved fremstilling av et antistoff eller et antigen-bindende
fragment derav som har et C-terminalt lysininnhold fra 20% til 70% og et
sialinsyreinnhold fra 1% til 20%, hvilken fremgangsmate omfatter a:

dyrke en sink-responsiv vertcelle som er transfisert med DNA som koder for
antistoffet, i et kulturmedium omfattende 0,5 pM til 6,5 uM sink; og

regulere konsentrasjonen av sink i kulturmediet, hvorved antistoffet eller det

antigen-bindende fragment derav dannes.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor:

a) det C-terminale lysininnhold av antistoffet er 40% til 70%, valgfritt 55% til
65% og valgfritt 60%; og/eller

b) sialinsyreinnholdet av antistoffet er 3% til 14%.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller krav 2, hvor antistoffet eller det antigen-
bindende fragment derav er et anti-TNFa-antistoff eller et antigen-bindende
fragment derav, hvor anti-TNFa-antistoffet eller det antigen-bindende fragment
derav (i) kompetitivt hemmer binding av det monoklonale antistoff produsert fra
hybridomaen deponert under ATCC-aksesjonsnr. PTA-7045 til humant TNFa; og (ii)
bindes til en ngytraliserende epitop av humant TNFa med en affinitet p& minst 1 x 10®

liter/mol, malt som en assosiasjonskonstant (Ka).

4, Fremgangsmate ifglge krav 3, hvor anti-TNFa-antistoffet eller det antigen-
bindende fragment derav er:

a) et humant antistoff;

b) et humanisert eller kimaert antistoff;

c) av immunoglobulinklasse 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 eller IgM, valgfritt hvor
anti-TNFa-antistoffet eller det antigen-bindende fragment derav omfatter en IgG1-
konstant region; eller

d) valgt fra gruppen bestdende av Fab, Fab', F(ab'), og Fv.

5. Fremgangsmate ifslge krav 3, hvor

a) den lette kjede omfatter alle antigen-bindende regioner av den lette kjede
av det monoklonale antistoff produsert fra hybridomaen deponert under ATCC-
aksesjonsnr. PTA-7045;
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b) den tunge kjede omfatter alle antigen-bindende regioner av den tunge
kjede av det monoklonale antistoff produsert fra hybridomaen deponert under
ATCC-aksesjonsnr. PTA-7045; eller

c) den lette kjede omfatter alle antigen-bindende regioner av den lette kjede
av det monoklonale antistoff produsert fra hybridomaen deponert under ATCC-
aksesjonsnr. PTA-7045, og den tunge kjede omfatter alle antigen-bindende
regioner av den tunge kjede av det monoklonale antistoff produsert fra

hybridomaen deponert under ATCC-aksesjonsnr. PTA-7045.

6. Fremgangsmate ifglge krav 5, hvor anti-TNFa-antistoffet eller det antigen-
bindende fragment derav omfatter en ikke-human variabel region omfattende en
aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO: 3 og SEQ ID NO: 5,
valgfritt hvor den ikke-humane variable region omfatter et polypeptid som kodes for
av en nukleinsyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO: 2 og SEQ ID
NO: 4.

7. Fremgangsmate ifglge krav 3 eller krav 4, hvor anti-TNFa-antistoffet eller
det antigen-bindende fragment derav har epitopisk spesifisitet som er identisk med
infliximab, valgfritt hvor anti-TNFa-antistoffet eller det antigen-bindende fragment

derav er infliximab.

8. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-7, hvor:

a) konsentrasjonen av sink i kulturmediet er i omradet fra 0,6 uM til 6,5 uM,
valgfritt hvor konsentrasjonen av sink i kulturmediet er i omradet fra 0,6 uM til 1,1
MM; og/eller

b) kulturmediet ytterligere omfatter samlet EDTA i et konsentrasjonsomrade fra
2,5 uM til 30 uM, og fremgangsmaten ytterligere omfatter & regulere
konsentrasjonen av jern-fritt EDTA i kulturmediet, valgfritt hvor kulturmediet

ytterligere omfatter fritt EDTA i et konsentrasjonsomrade fra 5 puM til 16 uM.

9. Fremgangsmate ifglge krav 8, ytterligere omfattende 3 isolere antistoffet

eller det antigen-bindende fragment derav.

10. Fremgangsmate ifglge krav 9, hvor antistoffet isoleres nar de sink-responsive
vertceller i kulturmediet ndr en celletetthet fra 1,5 millioner celler per mL til 11
millioner celler per mL, valgfritt en celletetthet fra 3 millioner celler per mL til 11

millioner celler per mL.



10

15

20

25

30

35

NO/EP2970980

11. Fremgangsmate ifglge krav 9 eller krav 10, hvor konsentrasjonen av sink

reguleres inntil antistoffet eller det antigen-bindende fragment derav isoleres.

12. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-11, hvor:

a) konsentrasjonen av sink reguleres under en eksponentiell vekstfase av de
sink-responsive vertceller;

b) reguleringen av sinkkonsentrasjonen omfatter & overvake konsentrasjonen
av sink i kulturmediet og & regulere konsentrasjonen av sink i kulturmediet, slik at
konsentrasjonen av sink i kulturmediet er minst 0,5 uM, valgfritt i omradet fra 0,6 uM
til 6,5 uM;

c) antistoffet har et galaktoseinnhold fa 50% til 90%, valgfritt 45% til 85%:;

d) antistoffet har et forhold mellom sialinsyre og galaktose fra 0,05 til 0,20;
og/eller

e) den sink-responsive vertcelle er en SP2/0-celle.

13. Fremgangsmate for a regulere:

a) det C-terminale lysininnhold av et antistoff eller et antigen-bindende
fragment derav som har et C-terminalt lysininnhold fra 20% til 70%;

b) sialinsyreinnholdet av et antistoff eller et antigen-bindende fragment derav
som har et sialinsyreinnhold fra 1% til 20%;

c) galaktoseinnholdet av et antistoff eller et antigen-bindende fragment derav
som har et galaktoseinnhold fra 50% til 90%; og/eller

d) forholdet mellom sialinsyre og galaktose i et antistoff som har et forhold
mellom sialinsyre og galaktose fra 0,05 til 0,20,

i en fremgangsmate for biosyntese av antistoffet eller det antigen-bindende
fragment derav i et kulturmedium, hvilken fremgangsmate omfatter a:

overvake et niva av sink i kulturmediet under biosyntese av antistoffet eller det
antigen-bindende fragment derav; og

justere nivaet av sink i kulturmediet under biosyntese av antistoffet eller det

antigen-bindende fragment derav.

14. Fremgangsmate ifglge krav 13, hvor antistoffet eller det antigen-bindende
fragment derav er et anti-TNFa-antistoff eller et antigen-bindende fragment derav,
valgfritt hvor antistoffet eller det antigen-bindende fragment derav er et anti-TNFa-
antistoff eller et antigen-bindende fragment derav, hvor anti-TNFa-antistoffet eller
det antigen-bindende fragment derav (i) kompetitivt hemmer binding av det
monoklonale antistoff produsert fra hybridomaen deponert under ATCC-aksesjonsnr.

PTA-7045 til humant TNFa; og (ii) bindes til en ngytraliserende epitop av humant
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TNFa med en affinitet pd minst 1 x 108 liter/mol, malt som en assosiasjonskonstant
(Ka).

15. Fremgangsmate ifglge krav 14, hvor antistoffet eller det antigen-bindende
fragment derav er et anti-TNFa-antistoff eller et antigen-bindende fragment derav
som har epitopisk spesifisitet identisk med infliximab, valgfritt hvor antistoffet er

infliximab, s3 som hvor antistoffet biosyntetiseres av en SP2/0-cellelinje.
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