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Patentkrav

1. Rekombinant vertscelle som omfatter en modifikasjon i en kodende sekvens
av et polynukleotid som koder for et fosfolipase-B-lignende-2- (PLBD2-) protein,
hvor modifikasjonen reduserer ekspresjonsnivaet til PLBD2-proteinet i forhold til
ekspresjonsnivaet til et PLBD2-protein i en celle som mangler modifikasjonen, hvor
cellen ikke uttrykker detekterbart PLBD2-protein og hvor cellen videre omfatter et

eksogent tilfgrt gen som koder for et protein av interesse.

2. Vertscelle ifglge krav 1, hvor:

(a) alle alleler i kodingssekvensen til polynukleotidet som koder for fosfolipase-
B-lignende-2- (PLBD2-) protein omfatter modifikasjonen; og/eller

(b) modifikasjonen omfatter en nukleotidinnsetting eller -delesjon i ekson 1 av

den kodende sekvensen til polynukleotidet som koder for PLBD2-proteinet.

3. Vertscelle ifglge krav 1 eller 2, hvor PLBD2-proteinet omfatter en

aminosyresekvens som er minst 80% identisk med SEQ ID NO: 32.

4, Vertscelle ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3, hvor PLBD2-
proteinet omfatter en aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID
NR: 32, SEQ ID NR: 34, SEQ ID NR: 35 og SEQ ID NR: 36.

5. Vertscelle ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvor modifikasjonen

omfatter en nukleotidinnsetting eller delesjon i SEQ ID NO: 47.

6. Vertscelle ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvor det eksogene
proteinet av interesse er valgt fra gruppen bestaende av en antistoff-tungkjede, en

antistoff-lettkjede, et antigenbindende fragment og et Fc-fusjonsprotein.

7. Vertscelle ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 6, hvor cellen
produserer en Protein-A-bindende fraksjon som ikke har noen pavisbar

esteraseaktivitet.

8. Rekombinant vertscelle ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvor:
(a) PLBD2 genmodifikasjonen omfatter en biallel modifikasjon; og/eller
(b) PLBD2- genmodifikasjonen omfatter en delesjon av 1 eller flere basepar,
2 eller flere basepar, 3 eller flere basepar, 4 eller flere basepar, 5 eller

flere basepar, 6 eller flere basepar, 7 eller flere basepar, 8 eller flere
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basepar, 9 eller flere basepar, 10 eller flere basepar, 11 eller flere
basepar, 12 eller flere basepar, 13 eller flere basepar, 14 eller flere
basepar, 15 eller flere basepar, 16 eller flere basepar, 17 eller flere
basepar, 18 eller flere basepar, 19 eller flere basepar, eller 20 eller flere
basepar av PLBD2-genet: og / eller

(c) PLBD2- genmodifikasjonen resulterer i et rammeskifte av det translaterte
PLBD2-proteinet.

9. Rekombinant vertscelle ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 8, hvor
modifikasjonen er en malrettet forstyrrelse pd et malsted, hvor malstedet er valgt
fra gruppen bestdende av nukleotidene som strekker seg over posisjonene
nummerert 37-56, 44-56, 33-62, 40-69, 110-139, 198-227, 182-211 og 242-271
av SEKV. ID NR: 33.

10. Rekombinant vertscelle ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 9, hvor
den rekombinante vertscellen er en eukaryotisk celle; eventuelt

hvor den eukaryote cellen er en pattedyrcelle; eventuelt

hvor den eukaryote cellen er valgt fra gruppen bestdende av CHO K1-celle,
en DXB-11 CHO-celle, en Veggie-CHO-celle, en COS-7-celle, en Vero-celle, en CV1-
celle, en HEK293-celle, en 293 EBNA-celle , en MSR 293-celle, en MDCK-celle, en
HaK-celle, en BHK21-celle, en Hela-celle, en HepG2-celle, en WI38-celle, en MRC 5-
celle, en Colo25-celle, en HB 8065-celle, en HL-60-celle, en Jurkat-celle, en Daudi-
celle, en A431-celle, en U937-celle, en 3T3-celle, en L-celle, en C127-celle, en
SP2/0-celle, en NS-O-celle og en MMT-celle; eventuelt

hvor cellen er en CHO-celle.

11. Fremgangsmate for a redusere esteraseaktivitet i en proteinformulering
omfattende trinnene: (a) @ modifisere en vertscelle for & redusere eller fjerne
ekspresjonen av fosfolipase-B-lignende-2- (PLBD2-) protein, (b) 8 transfektere
vertscellen med et polynukleotid som koder et protein av interesse, (c) ekstraksjon
av en proteinfraksjon omfattende proteinet av interesse fra vertscellen, (d) &
kontakte proteinfraksjonen med en kromatografikolonne valgt fra gruppen
bestdende av Protein A-affinitet (PA), kationbytte (CEX), og anionbytte (AEX), (e) 3
samle opp proteinet av interesse fra media, og (f) & kombinere proteinet av

interesse med en fettsyreester, og eventuelt en buffer og termisk stabilisator.

12. Fremgangsmate ifslge krav 11, hvor trinnet av @ modifisere en vertscelle for

3 redusere eller fjerne ekspresjonen av fosfolipase-B-lignende-2- (PLBD2-) protein
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inkluderer & sette inn eller slette minst ett nukleotid i ekson 1 av et polynukleotid

som koder for PLBD2-proteinet.

13. Fremgangsmate ifglge krav 12, hvor polynukleotidet som koder for PLBD2-
proteinet omfatter en nukleinsyresekvens som er minst 80% identisk med SEQ ID
NR: 32.
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