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1. Fremgangsmate ved generering av en cellelinje som har nedsatt apoptose
for & innlemme en ikke-naturlig aminosyre i et protein, hvilken fremgangsmate
omfatter 3 inaktivere ett eller flere malseter eller regioner i en celle, hvor
malsetet(ne) eller regionen(e) er et pro-apoptotisk gen involvert i en apoptotisk
bane, hvor det pro-apoptotiske gen er valgt fra Bax og Bak, hvor cellen uttrykker et
selektorkodonholdig gen av interesse, og hvor cellen omfatter et ortogonalt
aminoacyl-tRNA-syntetase (O-RS) og et ortogonalt undertrykker-tRNA (O-tRNA).

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, ytterligere omfattende 3 tilveiebringe et
nukleinsyremolekyl som har evnen til & inaktivere malsetet(ne) eller regionen(e) i
cellen, og innfgre nukleinsyremolekylet inn i cellen, hvor nukleinsyremolekylet
inaktiverer malsetet(ne) eller regionen(e), valgfritt hvor nukleinsyremolekylet er
valgt fra SEQ ID NOs: 1-6.

3. Fremgangsmate ifslge krav 1 eller krav 2, hvor:
a) cellelinjen er
() en eukaryotisk cellelinje; og/eller

(i) valgt fra en transient cellelinje, en stabil cellelinjepopulasjon eller en
stabil klonal cellelinje, valgfritt hvor den stabile cellelinjepopulasjon er en

platformcellelinje eller produksjonscellelinje; eller

b) cellelinjen er valgt fra COS, CHO, VERO, MDCK, WI38, V79, B14AF28-G3,
BHK, HaK, NSO, SP2/0-Ag14, HelLa eller HEK293.

4, Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-3, hvor:

a) den ikke-naturlige aminosyre er valgt fra para-acetylfenylalanin, p-
nitrofenylalanin, p-sulfotyrosin, p-karboksyfenylalanin, o-nitrofenylalanin, m-
nitrofenylalanin, p-boronylfenylalanin, o-boronylfenylalanin, m-boronylfenylalanin,
p-aminofenylalanin, o-aminofenylalanin, m-aminofenylalanin, p-acylfenylalanin, o-
acylfenylalanin, m-acylfenylalanin, p-OMe fenylalanin, o-OMe fenylalanin, m-OMe
fenylalanin, p-sulfofenylalanin, o-sulfofenylalanin, m-sulfofenylalanin, 5-nitro-His,

3-nitro-Tyr, 2-nitro-Tyr, nitro-substituert Leu, nitro-substituert His, nitro-
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substituert De, nitro-substituert Trp, 2-nitro-Trp, 4-nitro-Trp, 5-nitro-Trp, 6-nitro-
Trp, 7-nitro-Trp, 3-aminotyrosin, 2-aminotyrosin, O-sulfotyrosin, 2-
sulfooksyfenylalanin, 3-sulfooksyfenylalanin, o-karboksyfenylalanin, m-
karboksyfenylalanin, p-acetyl-L-fenylalanin, p-propargylfenylalanin, O-metyl-L-
tyrosin, L-3-(2-naftyl)alanin, 3-metylfenylalanin, O-4-allyl-L-tyrosin, 4-propyl-L-
tyrosin, tri-O-acetyl-GIcNAcB-serin, L-Dopa, fluorert fenylalanin, isopropyl-L-
fenylalanin, p-azido-L-fenylalanin, p-acyl-L-fenylalanin, p-benzoyl-L-fenylalanin, L-
fosfoserin, fosfonoserin, fosfonotyrosin, p-jodfenylalanin, p-bromfenylalanin, p-

amino-L-fenylalanin, isopropyl-L-fenylalanin og p-propargyloksy-L-fenylalanin;

og/eller
b) den ikke-naturlige aminosyre er setespesifikt innlemmet i nevnte protein.
5. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4, hvor genet av

interesse er et bioterapeutisk gen eller produkt, valgfritt hvor det bioterapeutiske

gen eller produkt er en vaksine.

6. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-5, hvor genet av

interesse koder for:

a) et antistoff, scFv, scFv-fusjonsprotein, Fc-fusjonsprotein, Faktor VII, Faktor
VIII eller Faktor IV;

b) et cytokin, interleukin, interferon, kjemokin, vekstfaktor, hormon eller en

receptor, analog, bispesifikk eller fragment derav; eller

c) HER2, CD-70, PSMA, 5T4, EGFR, TROP2, CD3, IL-2, IL-3, IL-10, IL-15,
GPC3, DLL3, ROR1, leptin, FGF-21, FGF-23, HGH, FcR, insulin, TNFR1, TRAIL, EPO

eller en analog, bispesifikk eller fragment derav.

7. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-6, hvor:

a) malsetet(ne) eller regionen(e) er fullstendig eller delvis inaktivert;

b) malsetet(ne) eller regionen(e) er like eller forskjellige;

C) selektorkodonet er et nonsens-kodon, et sjeldent kodon, et fire-basers

kodon; og/eller
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d) selektorkodonet er et okerkodon, et opalkodon eller et ravkodon.
8. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-7, for 8 optimere

utbyttet av et protein som inneholder en ikke-naturlig aminosyre i en cellelinje,
valgfritt hvor utbyttet av proteinet som inneholder den ikke-naturlige aminosyre er
minst 0,5 ganger stgrre eller mer, enn i fravaer av det eller de inaktiverte

malsetet(ne) eller regionen(e).

9. Fremgangsmate for & minske eller redusere apoptose i en celle, hvor cellen
uttrykker et selektorkodonholdig gen av interesse, og hvor cellen omfatter et
ortogonalt aminoacyl-tRNA-syntetase (0O-RS) og et ortogonalt undertrykker-tRNA
(O-tRNA), hvilken fremgangsmate omfatter a inaktivere ett eller flere pro-
apoptotisk malseter eller regioner i cellen, hvor the ett eller flere pro-apoptotiske

malseter eller regioner valgt fra Bax og Bak.

10. Fremgangsmate ved generering av en celle eller cellelinje som har nedsatt
apoptose for @ innlemme en ikke-naturlig aminosyre i et protein, hvilken
fremgangsmate omfatter a: tilveiebringe en celle eller cellelinje som uttrykker et
selektorkodonholdig gen av interesse, og omfatter et ortogonalt aminoacyl-tRNA-
syntetase (O-RS) og et ortogonalt undertrykker-tRNA (O-tRNA); innfgre inn i
cellelinjen et nukleinsyremolekyl som har evnen til & inaktivere ett eller flere
malseter eller regioner i cellen eller cellelinje, hvor mélsetet(ne) eller regionen(e) er
et pro-apoptotisk gen involvert i en apoptotisk bane, hvor det pro-apoptotiske gen
er valgt fra Bax og Bak; valgfritt hvor nukleinsyremolekylet er valgt fra SEQ ID
NOs: 1-6, og ytterligere valgfritt 3 tilveiebringe en ikke-naturlig aminosyre til cellen

eller cellelinje.

11. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-10, omfattende &

inaktivere bade Bax og Bak, og hvor genet av interesse koder for et antistoff.

12. Celle eller cellelinje som har nedsatt apoptose for 8 innlemme en ikke-
naturlig aminosyre i et protein, hvor cellen uttrykker et selektorkodonholdig gen av
interesse, hvor cellen omfatter et ortogonalt aminoacyl-tRNA-syntetase (O-RS), og
et ortogonalt undertrykker-tRNA (O-tRNA); og hvor cellen omfatter ett eller flere
inaktiverte malseter eller regioner, hvor det eller de inaktiverte malsetet(ne) eller
regionen(e) er et proapoptotisk gen involvert i en apoptotisk bane, hvor det pro-

apoptotiske gen er valgt fra Bax og Bak.
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13. Celle eller cellelinje ifglge krav 12, omfattende et nukleinsyremolekyl som
har evnen til 8 inaktivere malsetet(ne) eller regionen(e) i cellen, valgfritt hvor
nukleinsyremolekylet er valgt fra SEQ ID NOs: 1-6.
14. Celle eller cellelinje ifglge krav 12 eller krav 13, hvor:
a) cellen eller cellelinjen er:
(i) en eukaryotisk cellelinje; og/eller
(i) valgt fra en transient cellelinje, en stabil cellelinjepopulasjon eller en
stabil klonal cellelinje, valgfritt hvor den stabile cellelinjepopulasjon er en

platformcellelinje eller produksjonscellelinje; eller

b) cellen eller cellelinjen er valgt fra COS, CHO, VERO, MDCK, WI38, V79,
B14AF28-G3, BHK, HaK, NSO, SP2/0-Ag14, Hela eller HEK293; og/eller

C) selektorkodonet er:

(i) et nonsens-kodon, et sjeldent kodon, et fire-basers kodon; eller

(i) et okerkodon, et opalkodon eller et ravkodon.
15. Celle eller cellelinje ifglge et hvilket som helst av kravene 12-14, hvor genet
av interesse er a bioterapeutisk gen eller produkt, valgfritt hvor det bioterapeutiske

gen eller produkt er en vaksine.

16. Celle eller cellelinje ifglge et hvilket som helst av kravene 12-15, hvor genet

av interesse koder for:

a) et antistoff, scFv, scFv-fusjonsprotein, Fc fusjonsprotein, Faktor VII, Faktor
VIII eller Faktor 1V;

b) et cytokin, interleukin, interferon, kjemokin, vekstfaktor, hormon eller en

receptor, analog, bispesifikk eller fragment derav; eller



NO/EP3630977

C) HER2, CD-70, PSMA, 5T4, EGFR, TROP2, CD3, IL-2, IL-3, IL-10, IL-15,
GPC3, DLL3, ROR1, leptin, FGF-21, FGF-23, HGH, FcR, insulin, TNFR1, TRAIL, EPO
eller en analog, bispesifikk eller fragment derav.

17. Celle eller cellelinje ifglge et hvilket som helst av kravene 12-16, hvor bade

Bax og Bak er inaktivert, og hvor genet av interesse koder for et antistoff.
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