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Patentkrav 5 

1. Fremgangsmåte for fremstilling av et rekombinant protein, omfattende å: 

a. dyrke vertsceller i stand til å produsere et rekombinant protein i et medium som er fritt for 

dyreavledede produkter, hvor vertscellene er CHO-celler; 

b. utvikle kulturen gjennom en produksjonsfase hvor det rekombinante proteinet produseres 

av cellene, hvor, under produksjonsfasen, kulturen suppleres med 10 

• cystein eller cystin opp til en total mengde på fra 10 vekt% til 30 vekt% av den 

forventede totale mengden produsert rekombinant protein; og 

• tryptofan opp til en total mengde på fra 8 vekt% til 35 vekt% av den forventede 

totale mengden produsert rekombinant protein, 

c. og, eventuelt, utvinne det rekombinante proteinet fra cellekulturmediet, hvor ett eller 15 

flere innledende eksperimenter utføres for å bestemme den forventede totale mengden 

produsert rekombinant protein. 

  

2. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor kulturen suppleres med cystein eller cystin opp til en total 

mengde på fra 12 vekt% til 28 vekt% av den forventede totale mengden produsert rekombinant 20 

protein, så som en total mengde på fra 12 vekt% til 25 vekt%, f.eks. fra 12 vekt% til 20 vekt% av den 

forventede totale mengden produsert rekombinant protein. 

  

3. Fremgangsmåte ifølge krav 1 eller 2, hvor kulturen suppleres med tryptofan opp til en total 

mengde på fra 8 vekt% til 30 vekt% av den forventede totale mengden produsert rekombinant 25 

protein, så som en total mengde på fra 8 vekt% til 25 vekt%, f.eks. fra 8 vekt% til 20 vekt% av den 

forventede totale mengden produsert rekombinant protein. 

  

4. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor den totale mengden 

cystein eller cystin som tilveiebringes under fremgangsmåten er fra 2,9 til 12 g/(1012 celler), så som 30 

fra 2,9 til 7 g/(1012 celler), f.eks. fra 5,6 til 7 g/(1012 celler), hvor celler henviser til det forventede 

antallet integrale levedyktige celler ved produksjonsfasens slutt. 

  

5. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor den totale mengden 

tryptofan som tilveiebringes under fremgangsmåten er fra 2,5 til 7 g/(1012 celler), så som fra 2,5 til 35 

3,5 g/(1012 celler), hvor celler henviser til det forventede antallet integrale levedyktige celler ved 

produksjonsfasens slutt. 
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6. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor den totale mengden av 5 

cystein eller cystin og tryptofan i kulturen nås ved å tilsette cystein eller cystin og tryptofan til 

cellekulturmediet: 

a. i begynnelsen av produksjonsfasen, 

b. én eller flere ganger på vilkårlige tidspunkter under produksjonsfasen, 

c. gjennom kontinuerlig tilsetting under produksjonsfasen, eller 10 

d. i en hvilken som helst kombinasjon av a., b. og c. 

  

7. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor fremgangsmåten er en 

batch-prosess, så som en fed-batch-prosess. 

  15 

8. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor cystein eller cystin og 

tryptofan tilveiebringes gjennom daglig tilsetting under produksjonsfasen. 

  

9. Fremgangsmåte ifølge krav 8, hvor cystein eller cystin utarmes i kulturen før cystein eller cystin 

tilsettes neste dag, f.eks. ved å redusere cystein- eller cystintilsetting til et nivå mellom 5,6 og 7 20 

g/(1012 celler), hvor celler henviser til det forventede antallet integrale levedyktige celler ved 

produksjonsfasens slutt. 

  

10. Fremgangsmåte ifølge krav 8 eller 9 hvor, under det sene produksjonsstadiet, dvs. når cellene 

allerede har nådd den maksimale tettheten av levedyktige celler, tryptofan utarmes i kulturen før 25 

tryptofan tilsettes neste dag. 

  

11. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor konsentrasjonen av 

cystein eller cystin i cellekulturmediet ikke overstiger 0,9 g/L på noe som helst tidspunkt under 

produksjonsfasen, fortrinnsvis hvor konsentrasjonen av cystein eller cystin i cellekulturmediet ikke 30 

overstiger 0,3 g/L på noe som helst tidspunkt under produksjonsfasen. 

  

12. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor konsentrasjonen av 

tryptofan i cellekulturmediet ikke overstiger 0,6 g/L på noe som helst tidspunkt under 

produksjonsfasen, fortrinnsvis hvor konsentrasjonen av tryptofan i cellekulturen ikke overstiger 0,3 35 

g/L medium på noe som helst tidspunkt under produksjonsfasen. 
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13. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor produksjonsfasen utføres 5 

over minst 7 dager, fortrinnsvis minst 14 dager. 

  

14. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav hvor, til enhver tid under 2. 

halvdel av produksjonsfasen: 

• mengden av cystein eller cystin i kulturen er fra 10 vekt% til 30% av den forventede 10 

mengden produsert rekombinant protein; og 

• mengden av tryptofan i kulturen er fra 8 vekt% til 35% av den forventede mengden 

produsert rekombinant protein. 

  

15. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav hvor, til enhver tid under 15 

produksjonsfasen: 

• mengden av cystein eller cystin i kulturen er fra 10 vekt% til 30% av den forventede 

mengden produsert rekombinant protein; og 

• mengden av tryptofan i kulturen er fra 8 vekt% til 35% av den forventede mengden 

produsert rekombinant protein. 20 

  

16. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor det rekombinante 

proteinet er et antistoff eller et antigen-bindende fragment derav. 

  

17. Fremgangsmåte ifølge krav 16, hvor antistoffet eller det antigen-bindende fragmentet derav er: 25 

1) et antistoff eller et antigen-bindende fragment derav som 

a. omfatter CDR-H1 med sekvensen definert i SEKV. ID NR.:1; CDR-H2 med sekvensen 

definert i SEKV. ID NR.:2; CDR-H3 med sekvensen definert i SEKV. ID NR.:3; CDR-L1 

med sekvensen definert i SEKV. ID NR.:4; CDR-L2 med sekvensen definert i SEKV. ID 

NR.:5 og CDR-L3 med sekvensen definert i SEKV. ID NR.:6; eller 30 

b. omfatter en lett variabel region med sekvensen definert i SEKV. ID NR.: 7 og en 

tung variabel region med sekvensen definert i SEKV. ID NR.: 8; eller 

c. omfatter en lett variabel region med minst 80% identitet eller likhet, fortrinnsvis 

90% identitet eller likhet med sekvensen definert i SEKV. ID NR.: 7 og en tung 

variabel region med minst 80% identitet eller likhet, fortrinnsvis 90% identitet eller 35 

likhet med sekvensen definert i SEKV. ID NR.: 8; 

d. omfatter en lett variabel region med sekvensen definert i SEKV. ID NR.: 7 og en 

tung kjede med sekvensen definert i SEKV. ID NR.: 11; eller 
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e. omfatter en lett variabel region med minst 80% identitet eller likhet, fortrinnsvis 5 

90% identitet eller likhet med sekvensen definert i SEKV. ID NR.: 7 og en tung kjede 

med minst 80% identitet eller likhet, fortrinnsvis 90% identitet eller likhet med 

sekvensen definert i SEKV. ID NR.: 11; eller 

2) et antistoff som omfatter en lett kjede med sekvensen definert i SEKV. ID NR.: 9 og en tung 

kjede med sekvensen definert i SEKV. ID NR.: 10; eller 10 

3) et antistoff som omfatter en lett kjede med minst 80% identitet eller likhet, fortrinnsvis 

90% identitet eller likhet med sekvensen definert i SEKV. ID NR.: 9 og en tung kjede med 

minst 80% identitet eller likhet, fortrinnsvis 90% identitet eller likhet med sekvensen definert 

i SEKV. ID NR.: 10. 

  15 

18. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor produksjonsfasen utføres 

i en bioreaktor, fortrinnsvis med et volum som er lik eller større enn 50 L, lik eller større enn 100 L, lik 

eller større enn 500 L, lik eller større enn 1000 L, lik eller større enn 2000 L, lik eller større enn 5000 L, 

lik eller større enn 10.000 L eller lik eller større enn 20.000 L. 

  20 

19. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor fremgangsmåten 

omfatter det trinn å utvinne det rekombinante proteinet fra cellekulturmediet og et ytterligere trinn 

med å rense det rekombinante proteinet. 

  

20. Fremgangsmåte ifølge krav 19, hvor rensingen omfatter Protein-A-kromatografi. 25 

  

21. Fremgangsmåte ifølge krav 19 eller 20, videre omfattende det trinn å formulere det rensede 

rekombinante proteinet. 

  

22. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor fremgangsmåten 30 

reduserer heterogeniteten til de rekombinante proteinene som produseres, hvor reduksjonen av 

heterogenitet omfatter reduksjon av: 

a. ladningsheterogenitet, fortrinnsvis APG (Acidic Peak Group); og/eller 

b. oksidasjon, isomerisering, fragmentering av aminosyre, glykering, deamidering, 

cysteinylering av andre kovalente addukter; og/eller 35 

c. farge eller fargeintensitet, f.eks. mellom forskjellige batcher av det rekombinante 

proteinet; og/eller 

d. HMWS (High Molecular Weight Species); og/eller 
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e. instabilitet av rekombinant protein. 5 

  

23. Fremgangsmåte for å redusere heterogeniteten til populasjonen av rekombinante proteiner i en 

batch produsert i produksjonsfase av rekombinante vertsceller, hvor vertscellene er CHO-celler, 

omfattende å 

a. dyrke vertsceller i stand til å produsere et rekombinant protein i et medium som er fritt for 10 

dyreavledede produkter, 

b. utvikle kulturen gjennom en produksjonsfase hvor det rekombinante proteinet produseres 

av cellene, hvor, under produksjonsfasen, kulturen suppleres med 

• cystein eller cystin opp til en total mengde på fra 10 vekt% til 30 vekt% av den 

forventede totale mengden produsert rekombinant protein; og 15 

• tryptofan opp til en total mengde på fra 8 vekt% til 35 vekt% av den forventede 

totale mengden produsert rekombinant protein 

og, eventuelt, utvinne det rekombinante proteinet fra cellekulturmediet, hvor ett eller flere 

innledende eksperimenter utføres for å bestemme den forventede totale mengden produsert 

rekombinant protein. 20 

  

24. Fremgangsmåte ifølge krav 23, hvor fremgangsmåten har ett eller flere av de ytterligere trekkene 

angitt i et hvilket som helst av kravene 2 til 22. 
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