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PATENTKRAV

1. Fremgangsmate for & fremstille et rekombinant glykoprotein under
fermenteringskulturbetingelser i en eukaryot celle, idet fremgangsmaten
omfatter & justere konsentrasjonen av hver av jern, kobber, sink og mangan i
neeringsmediet under dyrkingen for a pavirke produksjonen av biomasse
og/eller N-glykan-modenhet i det uttrykte glykoproteinet, idet justeringen
bestar i a:
- gke konsentrasjonen av hver av jern, kobber, sink og mangan for a gke
biomassen, idet konsentrasjonene blir justert til:
(a) jern - fra 15 pM til mer enn 80 uM;
(b) kobber - fra 0,3 uM til mer enn 2,5 uM;
(c) sink = fra 20 uM til mer enn 50 pM; og
(d) mangan - fra 0,01 pM til mer enn 3 pM; og/eller
- pke konsentrasjonen av hver av sink og mangan og, eventuelt, redusere
konsentrasjonen av hver av jern og kobber for @ gke N-glykan-modenhet
i det uttrykte glykoproteinet, idet karbohydratdelen av det uttrykte
glykoproteinet har en GO-, G1- eller G2-struktur; eller
- (i) redusere konsentrasjonen av hver av jern, kobber, sink og mangan
for 8 gke produksjonen av umodne ikke-fukosylerte glykoproteiner eller
(i) oke konsentrasjonen av hver av kobber og jern og redusere
konsentrasjonen av hver av sink og mangan for & gke produksjonen av
umodne ikke-fukosylerte glykoproteiner;
idet en reduksjon i konsentrasjonen av noen eller alle av jern, kobber, sink og
mangan i naeringsmediet oppnas ved a kompleksere jern, kobber, sink og
mangan med en kelatdanner og/eller ved & utsa cellene i et friskt medium som
inneholder en lavere konsentrasjon av noen eller alle av jern, kobber, sink og
mangan enn mediet i den umiddelbart foregdende kulturfasen.
2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor det uttrykte glykoproteinet er et modent
N-glykosylert glykoprotein, et modent ikke-fukosylert glykoprotein eller et
umodent ikke-fukosylert glykoprotein.
3. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor konsentrasjonene, for 8 gke N-glykan-
modenhet i det uttrykte glykoproteinet, blir justert til:
(@) jern - fra 0 uM til 25 pM;
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(b) kobber - fra 0 uM til 0,1 pM;

(c) sink = fra 20 uM til mer enn 50 pM; og

(d) mangan - fra 0,01 pM til mer enn 3 pM.
4. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor konsentrasjonene, for & gke N-glykan-
modenhet i det uttrykte glykoproteinet, blir justert til:

(a@) sink - fra 20 pM til mer enn 50 uM; og

(b) mangan - fra 0,01 pM til mer enn 3 pM.
5. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor konsentrasjonene, for & gke produksjonen

av umodne ikke-fukosylerte glykoproteiner, blir justert til enten:

()

(a) jern — fra O uM til 35 pM;

(b) kobber - fra 0 pM til 1 uM;

(c) sink - fra 0 uM til 20 uM; og

(d) mangan - fra 0 pM til 0,01 pM; eller
(i)

(a) jern - fra 15 pM til mer enn 80 uM;

(b) kobber - fra 0,3 uM til mer enn 2,5 uM;

(c) sink = fra 0 uM til 20 uM; og

(d) mangan - fra 0 pM til 0,01 pM.
6. Fremgangsmate ifslge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvor
glykoproteinet er eksogent eller endogent for den eukaryote cellen, eventuelt
hvor glykoproteinet er et strukturelt glykoprotein, hormon, antistoff eller
enzym.
7. Fremgangsmate ifslge krav 6, hvor glykoproteinet er et antistoff, eventuelt
hvor antistoffet er et terapeutisk eller diagnostisk antistoff, eventuelt et kimaert,
humanisert eller humant antistoff.
8. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, karakterisert
ved at den eukaryote cellen er en pattedyrcelle, en gjaercelle eller en insektcelle.
9. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvor
konsentrasjonene av jern, kobber, sink og mangan blir justert under vekst-
og/eller produksjonskulturfasene.
10. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 9, hvor en gkning
i konsentrasjonen av noen eller alle av jern, kobber, sink og mangan i

neeringsmediet oppnds ved 8 supplementere mediet der cellene dyrkes, og/eller
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3

ved & splitte cellene inn i et friskt medium supplementert med noen eller alle av
jern, kobber, sink og mangan.

11. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 10, hvor
konsentrasjonen av hver av jern, kobber, sink og mangan i naeringsmediet blir
justert under dyrkingen, for det fgrste for a favorisere produksjon av biomasse
og dernest for & gke N-glykan-modenheten i uttrykte N-glykoproteiner eller for

a gke produksjonen av umodne ikke-fukosylerte glykoproteiner.
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