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Patentkrav 

1. Sammensetning som omfatter en blanding av polypeptider, nevnte blanding omfatter 

polypeptidene angitt i SEKV ID NR: 4-8, hvori sammensetningen er oppnåelig ved 

følgende fremgangsmåte: 

 

a) å inokulere cellemedium i en bioreaktor med et inokulum av celler som koder 

for løselig rekombinant human PH20 (rHuPH20) for å produsere en cellekultur, 

hvori: 

cellene omfatter mellom 150 og 300 kopier av nukleinsyre som koder for løselig 

rHuPH20; 

bioreaktoren inneholder minst 100 liter cellekultur; 

1010 - 1011 celler inokuleres per 100 liter cellekultur; og 

cellene dyrkes ved en innstilt temperatur; 

b) å mate cellene med et første tilførselsmedium som inneholder glukose, L-

alanyl-L-glutamin, humant insulin og gjærekstrakt i mengder tilstrekkelig til å øke 

cellevekst og maksimal celletetthet, og for å øke løselig rHuPH20-syntese, hvori 

tilførselsmediet er tilsatt til kulturen i et volum på 0,5 % til 20 % av 

cellekulturvolumet; 

c) å mate cellene med et andre tilførselsmedium inneholdende glukose, L-alanyl-

L-glutamin, gjærekstrakt og natriumbutyrat i mengder tilstrekkelig til å øke 

oppløselig rHuPH20-syntese og indusere cellesyklusstans (eng: cell cycle arrest); 

og 

å senke temperaturen sammenlignet med temperaturen i trinn a) til en 

temperatur som er tilstrekkelig til å øke cellesyklusstans, øke cellelevedyktighet 

og stabilisere den løselige hyaluronidase; hvori: 

mengden av L-alanyl-L-glutamin er redusert sammenlignet med mengden av L-

alanyl-L-glutamin i trinn b); 

mengden gjærekstrakt økes sammenlignet med mengden gjærekstrakt i trinn b); 

og 

tilførselsmediet tilsettes til kulturen i et volum på 0,5 % til 20 % av 

cellekulturvolumet; 

d) å mate cellene med et tredje tilførselsmedium som inneholder glukose, L-

alanyl-L-glutamin, gjærekstrakt og natriumbutyrat i mengder tilstrekkelig til å øke 

oppløselig rHuPH20-syntese og øke cellesyklusstans, og 

å senke temperaturen sammenlignet med temperaturen i trinn c) til en 

temperatur som er tilstrekkelig til å øke cellesyklusstans, øke cellelevedyktighet 

og stabilisere den løselige hyaluronidase; hvori: 

mengden av L-alanyl-L-glutamin er redusert sammenlignet med mengden av L-

alanyl-L-glutamin i trinn c); 

mengdene av gjærekstrakt, glukose og natriumbutyrat økes sammenlignet med 

mengdene av gjærekstrakt, glukose og natriumbutyrat i trinn c); og 

tilførselsmediet tilsettes kulturen i et volum på 0,5 % til 20 % av 

cellekulturvolumet; 

e) å mate cellene med et fjerde tilførselsmedium som inneholder glukose, L-

alanyl-L-glutamin, gjærekstrakt og natriumbutyrat i mengder tilstrekkelig til å øke 

oppløselig rHuPH20-syntese og øke cellesyklusstans, og 

å senke temperaturen sammenlignet med temperaturen i trinn d) til en 

temperatur som er tilstrekkelig til å øke cellesyklusstans, øke cellelevedyktighet 

og stabilisere den løselige hyaluronidase; hvori: 

mengden av L-alanyl-L-glutamin og glukose er redusert sammenlignet med 

mengden av L-alanyl-L-glutamin og glukose i trinn d); 

mengden natriumbutyrat er redusert sammenlignet med mengden natriumbutyrat 

i trinn d); og 

tilførselsmediet tilsettes til kulturen i et volum på 0,5 % til 20 % av 

cellekulturvolumet; 

f) å fortsette å dyrke cellene inntil levedyktigheten faller til under minst 50 %; 
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g)  å oppnå høstecellekulturfluidet; og 

h) å rense rHuPH20 fra høstecellekulturfluidet, 

hvori løselig rHuPH20 er en løselig form av humant PH20 som er rekombinant 

uttrykt i kinesisk hamsterovarie (CHO)-celler. 

 

  

2.  Sammensetning ifølge krav 1, hvori temperaturen i trinn a) er 37 °C. 

  

3. Sammensetning ifølge krav 1 eller 2, hvori temperaturen i trinn c) er 36,5 °C. 

  

4. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 1-3, hvori temperaturen i trinn d) 

er 36 °C. 

  

5. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 1-4, hvori temperaturen i trinn e) 

er 35,5 °C. 

  

6. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 1-5, hvori høstecellekulturfluidet 

filtreres før rensing. 

  

7. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 1-6, hvori den løselige rHuPH20-

rensingen utføres ved kolonnekromatografi. 

  

8. Sammensetning ifølge krav 7, hvori kolonnekromatografien omfatter perle-

tverrbundet agarose-kolonnekromatografi (eng: beaded crosslinked agarose column 

chromatography), perle-tverrbundet fenyl-substituert agarose-kolonnekromatografi (eng: 

beaded crosslinked phenyl-substituted agarose column chromatography), 

aminofenylboronat-kolonnekromatografi og hydroksyapatitt-kolonnekromatografi. 

 

9.  Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 1-8, hvori tilførselsmediet 

tilsettes kulturen i et volum på 4 % av cellekulturvolumet. 

  

10. Sammensetning ifølge krav 1, hvori: 

 

i trinn a) dyrkes cellene ved 37 °C; 

i trinn b) inneholder det første tilførselsmediet 33 g/L glukose, 32 mM L-alanyl-L-

glutamin, 16,6 g/L gjærekstrakt og 33 mg/L insulin, og tilførselsmediet tilsettes 

kulturen i et volum på 4 % av cellekulturvolumet; 

i trinn c) inneholder det andre tilførselsmediet 33 g/L glukose, 16 mM L-alanyl-L-

glutamin, 33,4 g/L gjærekstrakt og 0,92 g/L natriumbutyrat, og tilførselsmediet 

tilsettes kulturen ved et volum på 4 % av cellekulturvolumet; og 

temperaturen senkes til 36,5 °C; 

i trinn d) inneholder det tredje tilførselsmediet 50 g/l glukose, 10 mM L-alanyl-L-

glutamin, 50 g/l gjærekstrakt og 1,8 g/l natriumbutyrat, og tilførselsmediet 

tilsettes kulturen ved et volum på 4 % av cellekulturvolumet; og 

temperaturen senkes til 36 °C; 

i trinn e) inneholder det fjerde tilførselsmediet 33 g/L glukose, 6,6 mM L-alanyl-L-

glutamin, 50 g/L gjærekstrakt og 0,92 g/L natriumbutyrat, og tilførselsmediet 

tilsettes kulturen ved et volum på 4 % av cellekulturvolumet; og 

temperaturen senkes til 35,5 °C; videre omfattende filtrering av 

høstecellekulturfluidet oppnådd i trinn g) og 

i trinn h) rensing av rHuPH20 fra høstekulturfluidet ved bruk av perle-tverrbundet 

agarose-kolonnekromatografi, perle-tverrbundet fenyl-substituert agarose-

kolonnekromatografi, aminofenylboronat-kolonnekromatografi eller 

hydroksyapatitt-kolonnekromatografi. 

 

  

11. Sammensetning ifølge krav 1, hvori: 
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i trinn a) inokuleres cellene med en celletetthet på 4 × 105 celler/mL; og 

cellene dyrkes ved 37 °C; 

i trinn b) inneholder det første tilførselsmediet 33 g/L glukose, 32 mM L-alanyl-L-

glutamin, 83,3 g/L gjærekstrakt og 33 mg/L insulin, og tilførselsmediet tilsettes 

kulturen i et volum på 4 % av cellekulturvolumet; 

i trinn c) inneholder det andre tilførselsmediet 33 g/L glukose, 13 mM L-alanyl-L-

glutamin, 166,7 g/L gjærekstrakt og 0,92 g/L natriumbutyrat, og tilførselsmediet 

tilsettes kulturen ved et volum på 4 % av cellekulturvolumet; og 

temperaturen senkes til 36,5 °C; 

i trinn d) inneholder det tredje tilførselsmediet 50 g/L glukose, 10 mM L-alanyl-L-

glutamin, 250 g/L gjærekstrakt og 1,8 g/L natriumbutyrat, og tilførselsmediet 

tilsettes kulturen ved et volum på 4 % av cellekulturvolumet; og 

temperaturen senkes til 36 °C; 

i trinn e) inneholder det fjerde tilførselsmediet 33 g/L glukose, 6,7 mM L-alanyl-L-

glutamin, 250 g/L gjærekstrakt og 0,92 g/L natriumbutyrat, og tilførselsmediet 

tilsettes kulturen ved et volum på 4 % av cellekulturvolumet; og 

temperaturen senkes til 35,5 °C; videre omfattende 

filtrering av høstecellekulturfluidet oppnådd i trinn g) og 

i trinn h) rensing av rHuPH20 fra høstekulturfluidet ved bruk av perle-tverrbundet 

agarose-kolonnekromatografi, perle-tverrbundet fenyl-substituert agarose-

kolonnekromatografi, aminofenylboronat-kolonnekromatografi eller 

hydroksyapatitt-kolonnekromatografi. 

 

  

12. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 1-11, hvori minst 0,5, 1, 5, 10, 

15, 20, 25, 30, 35 eller 40 gram løselig rHuPH20 produseres per 100 L cellekultur. 

  

13. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 1-12, hvori den spesifikke 

aktiviteten til det løselige rHuPH20 er minst 80 000, 100 000, 120 000, 140 000, 160 

000 eller 180 000 enheter/mg. 

  

14. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 1-13, hvori volumet av 

cellekultur i bioreaktoren er 200, 300, 400, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000 eller 

3500 liter. 

  

15. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 1-14, hvori cellene som koder 

for løselig rHuPH20 er DG44 CHO-celler. 

  

16. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 1-15, hvori rHuPH20 er kodet av 

nukleinsyre angitt i SEKV ID NR:47. 
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