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nem Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotor und ein Gen, das
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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Selektionsverfahren fiir hochproduzierende rekombinante Zellen, ein Verfah-
ren zur Herstellung von heterologen Genprodukten sowie Expressionsvektoren und damit transfizierte Wirts-
zellen, die in diesen Verfahren verwendbar sind.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Saugerzellen sind die bevorzugten Wirtszellen zur Produktion komplexer biopharmazeutischer Prote-
ine, da die post-translational durchgefihrten Modifikationen swohl in funktionaler als auch in pharmakokineti-
scher Hinsicht humankompatibel sind. Kommerziell relevante Zelltypen sind Hybridomas, Myelomas, CHO
(Chinese Hamster Ovary)-Zellen und BHK (Baby Hamster Kidney)-Zellen. Die Kultivierung der Wirtszellen er-
folgt zunehmend unter serum- und proteinfreien Produktionsbedingungen. Griinde hierfur sind die damit ver-
bundene Kostenreduktion, die geringere Interferenz bei der Aufreinigung des rekombinanten Proteins sowie
die Reduktion des Potentials zur Einfiihrung von Pathogenen (z.B. Prionen, Viren). Der Einsatz von CHO-Zel-
len als Wirtszellen findet dabei immer mehr Verbreitung, da diese Zellen sich an Suspensionswachstum in se-
rum- und proteinfreiem Medium adaptieren lassen und sie zudem von den regulatorischen Behdrden als siche-
re Produktionszellen angesehen und akzeptiert werden.

[0003] Zur Erzeugung einer stabilen Saugerzelllinie, die ein heterologes Gen von Interesse exprimiert, wird
das heterologe Gen in der Regel gemeinsam mit einem selektierbaren Markergen, wie z.B. Neomycin-Phos-
photransferase, durch Transfektion in die gewlinschten Zelllinie eingebracht. Das heterologe Gen und das se-
lektierbare Markergen kénnen dabei entweder gemeinsam von einem einzelnen Vektor oder von jeweils sepa-
raten Vektoren, die co-transfiziert werden, exprimiert werden. Zwei bis drei Tage nach der Transfektion werden
die Zellen in Medium uUberfuhrt, das ein Selektionsmittel enthalt, z.B. G418 bei Verwendung des Neomy-
cin-Phosphotransferase-Gens, und flr einige Wochen unter diesen selektiven Bedingungen kultiviert. Die
hochwachsenden resistenten Zellen kdnnen dann isoliert und hinsichtlich der Expression des gewtinschten
Genprodukts untersucht werden. Bedingt durch die willkirliche und ungerichtete Integration in das Wirtszell-
genom erhalt man eine Population von Zellen, die vollig unterschiedliche Expressionsraten des heterologen
Gens aufweisen. Darunter kdnnen auch nicht-exprimierende Zellen sein, bei denen zwar der Selektionsmarker
exprimiert wird, aber nicht das Gen von Interesse. Zur Identifizierung von Zellklonen, die eine sehr hohe Ex-
pression des heterologen Gens von Interesse aufweisen, muss deshalb eine Vielzahl von Klonen Gberprift und
getestet werden, resultierend in einem hohen Zeit-, Arbeits- und Kostenaufwand.

[0004] Genamplifikation ist ein weitverbreitetes Phanomen in tierischen Zellkulturen, das fiir die Produktion
rekombinanter biopharmazeutischer Proteine genutzt wird. Durch die Genamplifikation. wird die urspriinglich-
relativ geringe Produktivitat vieler Saugerzelllinien drastisch verbessert. Eine weit verbreitete Amplifikati-
onstechnik stellt das Dihydrofolat-Reduktase (DHFR)-basierte Genamplifikationssystem dar, das sehr haufig
in DHFR-defizienten Chinese Hamster Ovary (CHO)-Zellen Verwendung findet. Dabei werden die DHFR-defi-
zienten CHO-Zellen, z.B. CHO-DUKX (ATCC CRL-9096) oder CHO-DG44 (Urlaub et al., 1983), mit einem ge-
eigneten Vektorsystem, das fir DHFR und das Protein von Interesse kodiert, transfiziert. Daraufhin werden die
Transfektanten in einem Medium ohne Glycin, Hypoxanthin und Thymidin selektioniert. Die Amplifikation und
somit die Etablierung von hochproduzierenden Zelllinien wird Uber die steigende Zugabe von Methotrexat
(MTX), einem Inhibitor der Dihydrofolat-Reduktase, erreicht (Kaufman et al., 1982; US 4,656,134). Die an-
schliefende Selektion der erhaltenen hochproduzierenden Zellen unterliegt auch hierbei dem Zufallsprinzip
und basiert auf Wahrscheinlichkeiten, wodurch dieser Selektionsschritt Gberaus arbeits- und zeitintensiv ist.
[0005] Zur besseren und schnelleren Verfolgung der Gentransformation und -expression wurden verschie-
denste Methoden entwickelt. Diese beinhalteten zunachst die Verwendung von Reportermolekulen wie z.B.
Chloramphenicol-Acetyltransferase, Luciferase, f-Galactosidase oder von Fusionsproteinen, die die Kodierre-
gionen von (3-Galactosidase oder Luciferase enthalten. Der Nachteil dieser entsprechenden Reportergen-As-
says besteht allerdings darin, dass die Zellen fixiert oder lysiert und mit exogen hinzugefligten Substraten und
Co-Faktoren inkubiert werden mussen. Eine Weiterkultivierung der analysierten Zellen ist somit ausgeschlos-
sen. Eine neuere Methode, basierend auf der Co-Expression des E.coli Enzyms 3-Galactosidase, ermoglicht
zwar eine Sortierung von lebenden Zellen mittels eines FACS-Gerats (Nolan et al., 1988), allerdings ist hier zur
Beladung der Zellen mit dem fluorogenen Substrat eine hypotonische Vorbehandlung erforderlich. Diese Akti-
vitdt muss vor dem FACS-basierten Sortierung noch inhibiert werden.

[0006] Mit der Einfiihrung des griinen fluoreszierenden Proteins (GFP) aus Aequorea victoria und den daraus
entwickelten GFP-Mutanten als Reportermolekiil wurde die Identifizierung von Zellen, die ein heterologes Gen
exprimieren, erheblich erleichtert. Die Co-Expression von GFP ermdglichte eine in vivo Echtzeit-Analyse und
das Sortieren von Transfektanten auf Basis ihrer Fluoreszenz, ohne dass zusatzliche Substrate oder Co-Fak-
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toren bendtigt werden. Der Einsatz von GFP als Reportermolekil zur Verfolgung des Gentransfers wurde in
verschiedenen Publikationen beschrieben. Chalfie et al. beschreiben in den Patenten US 5,491,084 und US
6,146,826 eine Methode zur Selektion von Zellen, die ein Protein von Interesse exprimieren. Diese Methode
beinhaltet die Co-Transfektion von Zellen durch ein DNA-Molekiil, das die kodierende Sequenz fur das Protein
von Interesse enthalt, und einem zweiten DNA-Molekiil, das das GFP-Gen kodiert. Nachfolgend werden die
GFP-exprimierenden Zellen selektioniert. Gubin et al. (1997) untersuchten die Stabilitat der GFP-Expression
in CHO-Zellen in Abwesenheit von selektiven Wachstumsbedingungen. Die Zellen wurden dabei mit einem
Plasmid, das sowohl GFP als auch Neomycin-Phosphotransferase enthielt, transfiziert. Mosser et al. (1997)
verwendeten zur Identifierung und Selektion von Zellen, die induzierbares Produkt exprimierten, ein Plasmid,
das eine bicistronische Expressionskassette, kodierend fir GFP und ein Zielgen (oder auch Gen von Interesse
genannt), enthielt. Das Zielgen stand dabei unter der Kontrolle eines regulierbaren Promotors. Die Kopplung
der GFP- und der Zielgenexpression wurde durch die Verwendung eines viralen IRES (,Internal Ribosome Ent-
ry Site")-Elements erreicht, wodurch eine bicistronische mRNA, die fliir GFP und das Protein von Interesse ko-
dierte, exprimiert wurde. Das hierbei verwendete Plasmid enthielt selbst kein selektierbares Markergen. Dieses
wurde deshalb durch ein zweites Plasmid in einer Co-Transfektion oder in einer nachfolgenden Transfektion
eingebracht. Hingegen verwendeten Levenson et al. (1998) retrovirale Vektoren mit einer bicistronischen Ex-
pressionskassette, in der vor der IRES-Sequenz das Gen von Interesse kloniert werden kann. Die auf die
IRES-Sequenz folgende Sequenz kodierte hingegen fur ein selektionierbares Markergen, wobei es sich dabei
entweder um einen Marker handelte, der Resistenz gegen G418, Puromycin, Hygromycin B, Histidinol D oder
Phleomycin vermittelte, oder um GFP.

[0007] Es wurden auch bereits Vektoren beschrieben, die ein IRES-Element aus der Familie der Picornaviren
enthielten, wobei das IRES-Element zwischen dem Produktgen und einem selektionierbaren Markergen posi-
tioniert war (Pelletier et al., 1988; Jang et al., 1989; Davies et al., 1992).

[0008] GFP wurde auch erfolgreich mit Resistenzmarkergenen fusioniert. Zum Beispiel beschreibt Bennett et
al. (1998) ein GFP/Zeomycin-Fusionsprotein. Dieser bifunktionale Selektionsmarker konnte erfolgreich zur
Identifizierung und Selektion von transfizierten Sdugerzellen eingesetzt werden. Primig et al. (1998) hingegen
setzten ein Fusionsprotein aus GFP und Neomycin-Phosphotransferase fir ihre Enhancer-Studien ein.
[0009] In der Publikation von Meng et al. (2000) und in der internationalen Patentanmeldung WO 01/04306
wurde zur Selektion und Identifizierung von Zellen mit hoher Expression eines rekombinanten Proteins ein Ex-
pressionssystem eingesetzt, in dem das Gen von Interesse zusammen mit dem amplifizierbaren Selektions-
markergen DHFR und einem GFP-Gen von einem einzigen Vektor aus exprimiert wurde. Die drei Gene waren
dabei entweder in einer Transkriptionseinheit zusammengefasst oder auf zwei Einheiten verteilt. Durch diese
raumliche und transkriptionelle Verknlpfung aller drei Gene in einem einzigen Expressionsvektor sollte deren
Wahrscheinlichkeit einer Co-Amplifikation unter Selektionsdruck erhéht werden und somit Hochproduzen-
ten-Klone identifiziert und selektioniert werden. Die besten Klone, die durch Anwendung der kombinierten Se-
lektion mittels amplifizierbarem DHFR-Selektionsmarker und GFP-basierter FACS-Sortierung isoliert wurden,
exprimierten das Protein von Interesse in einer Gré3enordnung von maximal 3 bis 4.5 pg pro Zelle und Tag.
Dabei wurden die Experimente mit adharenten Zellen und in serumhaltigem Medium durchgefuhrt, also mit Zel-
len und unter Bedingungen, die bekanntermalfien wesentlich robuster und durch héhere Grundproduktivitéaten
gekennzeichnet sind.

Zusammenfassung der Erfindung

[0010] Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher die Entwicklung eines Selektionssystems fiir rekombi-
nante Zellen mit erhdhter Produktivitat, das folgende Anforderungen erfillt:
(1) Verkirzung der Zeit fir die Entwicklung von hochproduzierenden Zellen zur Herstellung biopharmazeu-
tischer Proteine bei gleichzeitiger Senkung der Entwicklungskosten;
(2) Hoher Durchsatz bei der Selektion von hochproduzierenden Zellen bei geringem Kapazitatsaufwand;
(3) Einsatz von ,fermentationsrobusten" hochproduzierenden Zellen, die z.B. eine geringere Wachstums-
beeintrachtigung bei erhéhten Methotrexat-Konzentrationen zeigen;
(4) Transfektion, Selektion und Kultivierung der suspensionsadaptierten Zellen vorzugsweise in serumfrei-
em Medium;
(5) Reduktion der erforderlichen Genamplifikationsschritte.

[0011] Aufgabe der Erfindung war ferner die Bereitstellung von Expressionsvektoren und damit transfizierten
Wirtszellen, die in diesem Klonselektionssystem verwendbar sind, sowie eines Verfahrens zur Herstellung von
heterologen Genprodukten unter Verwendung dieser Wirtszellen.

[0012] Diese Aufgaben werden gemaf einem Aspekt der vorliegenden Erfindung mit Hilfe eines Expressions-
vektors geldst, der ein Gen, das flr ein Protein von Interesse kodiert (im folgenden auch: ,Gen von Interesse"),
in funktioneller Verknupfung mit einem Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotor und einem Gen, das fir ein fluores-
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zierendes Protein kodiert, umfasst.

[0013] Der Expressionsvektor enthalt vorzugsweise noch ein amplifizierbares Selektionsmarkergen, z.B. das
Gen fiir die Dihydropholat-Reduktase (DHFR). Ferner enthalt ein bevorzugter Expressionsvektor weitere regu-
latorische Elemente, beispielsweise einen Enhancer in funktioneller Verknipfung mit dem Promotor. Ferner
enthalt der Expressionsvektor vorzugsweise zusatzlich eine interne Ribosomenbindungsstelle (IRES), welche
die bioistronische Expression des Gens, das fur ein fluoreszierendes Protein kodiert, und des Gens von Inter-
esse ermdglicht.

[0014] Die Erfindung betrifft auch Basisvektoren, die anstelle des Gens von Interesse eine multiple Klonie-
rungsstelle zum Einbau eines solchen Gens aufweisen, d.h. einen Sequenzbereich mit multiplen Schnittstellen
fur Restriktionsendonukleasen.

[0015] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung sind Wirtszellen, die mit einem der genannten Expres-
sionsvektoren transfiziert worden sind. Hierbei handelt es sich um eukaryontische Wirtszellen, vorzugsweise
Saugerzellen, wobei Nagerzellen wie Hamsterzellen und insbesondere CHO-Zellen oder BHK-Zellen beson-
ders bevorzugt sind.

[0016] Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines heterologen
Genprodukts, bei dem eine mit dem erfindungsgemaRen Expressionsvektor transfizierte Wirtszelle unter Be-
dingungen, die eine Expression des Genprodukts ermdglichen, kultiviert und das Genprodukt aus der Kultur
oder dem Kulturmedium isoliert wird.

[0017] In einer besonderen Ausflihrungsform der Erfindung wird die Wirtszelle mit dem erfindungsgemafien
Expressionsvektor sowie zusatzlich mit einem oder mehreren Vektoren mit Genen, die fur ein oder mehrere
andere Proteine von Interesse kodieren, transfiziert, bevorzugt co-transfiziert.

[0018] In diesem Zusammenhang stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines hete-
rodimeren Proteins zur Verfligung, bei dem man eine derartige Wirtszelle, die mit Expressionsvektoren, welche
fur unterschiedliche Untereinheiten des heterodimeren Proteins kodieren, co-transfiziert worden ist, unter Be-
dingungen, die eine Expression des heterodimeren Proteins ermdglichen, kultiviert und das heterodimere Pro-
tein aus der Kultur oder dem Kulturmedium isoliert. Ein spezieller Anwendungsfall fiir ein solches Verfahren ist
die Herstellung von Antikorpern und deren Untereinheiten.

[0019] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Selektion einer Wirtszelle, die ein
Protein von Interesse exprimiert, bei dem eine Population von Wirtszellen, die mit einem erfindungsgemafien
Expressionsvektor transfiziert worden sind, unter Bedingungen kultiviert wird, die eine Expression des Proteins
von Interesse und des fluoreszierenden Proteins ermdglichen, und die Zelle(n) identifiziert und/oder selektiert
werden, welche die hdchsten Expressionsraten an fluoreszierendem Protein zeigen. Die Selektion erfolgt da-
bei vorzugsweise mit Hilfe eines Fluoreszenz-aktivierten Zellsortiergerats (FACS).

[0020] Es wurde Uberraschenderweise gefunden, dass mit dem erfindungsgemal bereitgestellten System in
kirzester Zeit Zellpools isoliert werden kdnnen, die ohne Genamplifikationsschritt durchschnittliche spezifische
Produktivitaten von Gber 15 pg (einzelkettiges Protein) bzw. 10 pg (humanisierter Antikorper) rekombinantes
Protein pro Zelle und Tag exprimieren. Durch einen einzigen DHFR-basierten Genamplifikationsschritt konnten
die spezifischen Produktivitaten noch auf tiber 30 pg pro Zelle und Tag gesteigert werden. Die bei den Zellpools
erzielten Produktivitaten liegen damit um den Faktor 8 bis 10 héher als die maximalen Produktivitaten der bes-
ten bisher publizierten Zellklone.

[0021] Erstaunlicherweise besteht auch eine sehr gute Korrelation zwischen der Expression des Proteins von
Interesse und des fluoreszierenden Proteins. Diese ist sogar bei einer Co-Transfektion gegeben, wenn — wie
im Fall eines exprimierten Antikdrpersbeide Immunglobulinketten jeweils von einem eigenen Vektor exprimiert
werden und bei der FACS-Sortierung nur auf die Expression der einen Kette, bedingt durch deren transkripti-
onelle Kopplung mit dem fluoreszierenden Protein, selektioniert werden kann. Die hohen Expressionsraten des
fluoreszierenden Proteins haben dabei keinerlei negativen Einfluss auf Zellwachstum und -vitalitdt. Zudem
kann die Entwicklungszeit zur Selektion von hochproduzierenden Zellen im Vergleich zu einer konventionellen
stufenweisen Genamplifikationsstrategie zumindest um die Halfte reduziert werden, einhergehend mit einer si-
gnifikanten Reduktion der Entwicklungskapazitaten und -kosten.

Beschreibung der Abbildungen

[0022] Abb. 1 zeigt einen Vergleich der erzielten Expressionslevel von rekombinanten Zellklonen, in denen
das heterologe Genprodukt entweder unter der Kontrolle des CMV-Promotors oder unter der des Hamster-Ubi-
quitin/S27a-Promotors exprimiert wird. Beide Promotoren sind dabei funktionell mit dem CMV-Enhancer ver-
kniipft und die Terminationssequenz, BGH poly A, ist in allen Fallen identisch. Im Fall von CMV' handelt es sich
um einen pcDNA3- (Invitrogen, Kalsruhe, DE), in CMV? um einen pBluescript- (Stratagene, La Jolla, CA, US)
und bei CHO um einen pAD-CMV-basierten Expressionsvektor (Werner et al., 1998). Bei der Expression des
lysosomalen Enzyms enthalten samtliche Expressionsvektoren den amplifizierbaren Selektionsmarker Dihy-
drofolat-Reduktase (DHFR) und die Expression des heterologen Gens wurde durch nachfolgende Amplifikati-
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onsschritte mit Methotrexat (MTX) gesteigert. Zur Expression der beiden Ketten des Antikorpers (Ak) wurde
eine Co-Transfektion mit einem zweiten Vektor, der als Selektionsmarker ein Neomycin-Resistenzgen enthalt,
durchgefiihrt. Die erzielten Titer bzw. spezifischen Produktivitaten sind in Relation zur CMV Promotor-basierten
Expression, die als 1 gesetzt wurde (CMV" fiir Enzym, CMV? fiir Ak), angegeben.

[0023] Abb. 2 zeigt eine schematische Darstellung der Basisvektoren, die zur Expression der rekombinanten
Proteine in CHO-DG44 Zellen verwendet wurden. Bei ,P/E" handelt es sich um eine Kombination aus CMV-En-
hancer und Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotor, bei ,,P" lediglich um ein Promotorelement und bei ,T" um ein
Terminationssignal fur die Transkription, das zur Polyadenylierung der transkribierten mRNA benétigt wird. Die
Position und Richtung der Transkriptionsinitiation innerhalb jeder Transkriptionseinheit wird durch einen Pfeil
angezeigt. Zur Klonierung der heterologen Gene ist nach dem Promotorelement ein Sequenzbereich mit mul-
tiplen Schnittstellen fir Restriktionsendonukleasen (multiple cloning sites — mcs) eingefligt. Der amplifizierbare
Selektionsmarker Dihydrofolat-Reduktase ist mit ,dhfr" und der Selektionsmarker Neomycin-Phosphotransfe-
rase mit ,neo" abgekirzt. Das aus dem Encephalomyocarditis-Virus stammende IRES-Element dient als inter-
ne Ribosomenbindungsstelle innerhalb der bicistronischen Transkriptionseinheit und ermdglicht die Translati-
on des nachfolgenden griinen fluoreszierenden Proteins ,GFP".

[0024] Abb. 3 zeigt eine schematische Darstellung der eukaryontische Expressionsvektoren, die jeweils fir
ein biopharmazeutisches Protein kodieren und zur Transfektion von CHO-DG44 Zellen eingesetzt wurden. Bei
-P/E" handelt es sich um eine Kombination aus CMV-Enhancer und Hamster Ubiquitin/S27a Promotor, bei ,P"
lediglich um ein Promotorelement und bei ,T" um ein Terminationssignal fur die Transkription, das zur Polya-
denylierung der transkribierten mRNA bendétigt wird. Die Position und Richtung der Transkriptionsinitiation in-
nerhalb jeder Transkriptionseinheit wird durch einen Pfeil angezeigt. Der amplifizierbare Selektionsmarker Di-
hydrofolat-Reduktase ist mit ,dhfr" und der Selektionsmarker Neomycin-Phosphotransferase mit ,neo" abge-
kirzt. Das aus dem Encephalomyocarditis-Virus stammende IRES-Element dient als interne Ribosomenbin-
dungsstelle innerhalb der bicistronischen Transkriptionseinheit und ermdglicht die Translation des nachfolgen-
den griinen fluoreszierenden Proteins ,GFP". ,sICAM" kodiert fiir das I6sliche intrazellulare Adhasionsmolekil
(US 5,412,216), wohingegen ,F19HC" und ,F19LC" fir die schwere bzw. leichte Kette des humanisierten An-
tikdrpers F19 kodieren (EP 953 639).

[0025] Abb. 4 zeigt die Korrelation zwischen der sICAM-Produktivitat und der GFP-Fluoreszenz am Beispiel
des Zellpools ZB1. Dieser Zellpool wurde aus der Transfektion mit dem Vektor pBIDG-sICAM erhalten, bei dem
das therapeutische Protein sICAM und GFP gemeinsam von einer bicistronischen Transkriptionseinheit expri-
miert werden. Der Pool wurde einem sequentiellen GFP-basierten FACS-Sortierung unterzogen. Nach jedem
Sortierungsschritt (Sort) wurde die Konzentration des sICAMs im Zellkulturiiberstand des Pools durch ELISA
ermittelt und die spezifische Produktivitat pro Zelle und Tag (pg/c*d) berechnet. Jeder Datenpunkt stellt dabei
den Durchschnitt aus mindestens drei Kultivierungspassagen dar. Insgesamt wurden sechs Sorts durchge-
fuhrt.

[0026] Abb. 5 zeigt die Isolierung von hochexprimierenden sICAM Zellen durch GFP-basierte FACS-Sortie-
rung am Beispiel des Zellpools ZB1. Dieser Zellpool wurde aus der Transfektion mit dem Vektor pBIDG-sICAM
erhalten, bei dem das therapeutische Protein sICAM und GFP gemeinsam von einer bicistronischen Transkrip-
tionseinheit exprimiert werden. Der Pool wurde einer sequentiellen GFP-basierten FACS-Sortierung unterzo-
gen. Nach jedem Sort wurde die Konzentration des sICAMs im Zellkulturiiberstand des Pools durch ELISA er-
mittelt und die spezifische Produktivitat pro Zelle und Tag (pg/c*d) berechnet. Jeder Datenpunkt stellt dabei
den Durchschnitt aus mindestens drei Kultivierungspassagen dar. Insgesamt wurden sechs Sorts durchge-
fuhrt.

[0027] Abb. 6 zeigt die durch Kombination einer GFP-basierten Selektion mit einem MTX-Amplifikations-
schritt erzielten Steigerungen in der sICAM-Produktivitdt am Beispiel des Zellpools ZB1. Dieser Zellpool, der
aus der Transfektion mit dem Vektor pBIDG-sICAM erhalten wurde, wurde einer sequentiellen GFP-basierten
FACS-Sortierung unterzogen. Nach dem vierten Sort bzw. sechsten Sort wurde eine DHFR-vermittelte Ge-
namplifikation durch Zusatz von Methotrexat (MTX) zum Kultivierungsmedium durchgefiihrt (5 nM, 50 nM, 500
nM oder 2 yM MTX). Die Konzentration des sICAMs im Zellkulturiiberstand des Pools wurde durch ELISA er-
mittelt und die spezifische Produktivitat pro Zelle und Tag (pg/c*d) berechnet. Jeder Datenpunkt stellt dabei
den Durchschnitt aus mindestens drei Kultivierungspassagen dar.

[0028] Abb. 7 zeigt den Viabilitatsverlauf von Zellpools nach Zugabe von unterschiedlichen hohen Dosen an
Methotrexat zum Kultivierungsmedium. Der Zellpool ZB1, der aus der Transfektion mit dem Vektor pBIDG-sl-
CAM (Abb. 3) erhalten wurde, wurde einer sequentiellen GFP-basierten FACS-Sortierung unterzogen. Nach
dem vierten Sort bzw. sechsten Sort wurde eine DHFR-vermittelte Genamplifikation durch Zusatz von Methot-
rexat (MTX) zum Kultivierungsmedium durchgefuhrt. Die Zellzahlen sowie die Viabilitdt wurden wahrend der
Selektionsphase durch Trypanblau-Farbung bestimmt und Uber mehrere Kultivierungstage (dic) hinweg ver-
folgt.

[0029] Abb. 8 zeigt die Korrelation zwischen der Antikdrper-Produktivitat (mAk F19) und der GFP-Fluores-
zenz am Beispiel des Zellpools ZB1. Dieser Zellpool wurde aus der Transfektion mit der Vektorkombination
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pBIDG-F19HC und pBIN-F19LC (Abb. 3) erhalten. Der Pool wurde einer sequentiellen GFP-basierten
FACS-Sortierung unterzogen. Nach jedem Sort wurde die Konzentration des Antikérpers F19 im Zellkultur-
Uberstand des Pools durch ELISA ermittelt und die spezifische Produktivitat pro Zelle und Tag (pg/c*d) berech-
net. Jeder Datenpunkt stellt dabei den Durchschnitt aus mindestens drei Kultivierungspassagen dar. Insge-
samt wurden sechs Sorts durchgefihrt.

[0030] Abb. 9 zeigt die Isolierung von hochexprimierenden mAk F19 Zellpools durch eine GFP-basierte Se-
lektion mittels FACS am Beispiel des Zellpools ZB1. Dieser Zellpool, der aus der Co-Transfektion mit den Vek-
toren pBIDG-F19HC und pBIN-F19LC (Abb. 3) erhalten wurde, wurde einem sequentiellen GFP-basierten
FACS-Sorting unterzogen. Die Konzentration des Antikdrpers F19 im Zellkulturiiberstand des Pools wurde
nach jedem Sort durch ELISA ermittelt und die spezifische Produktivitat pro Zelle und Tag (pg/c*d) berechnet.
Jeder Datenpunkt stellt dabei den Durchschnitt aus mindestens drei Kultivierungspassagen dar.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung und bevorzugte Ausfiihrungsformen

[0031] Der erfindungsgemalfie Expressionsvektor enthalt ein Gen, das fir ein Protein von Interesse kodiert
(,Gen von Interesse"), in funktioneller Verknipfung mit einem Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotor und einem
Gen, das fur ein fluoreszierendes Protein kodiert. Vorzugsweise enthalt der Expressionsvektor noch ein amp-
lifizierbares Selektionsmarkergen.

Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotor

[0032] sDer Ubiquitin/S27a-Promotor des Hamsters ist ein starker homologer Promotor, der in der WO
97/15664 beschrieben ist. Ein solcher Promotor weist vorzugsweise mindestens eines der folgenden Merkma-
le auf: GC-reicher Sequenzbereich, Sp1-Bindungsstelle, Polypyrimidinelement, Abwesenheit einer TATA-Box.
Besonders bevorzugt ist ein Promotor, der eine Sp1-Bindungsstelle bei Abwesenheit einer TATA-Box aufweist.
Ferner ist ein solcher Promotor bevorzugt, der konstitutiv aktiviert ist und insbesondere unter serumhaltigen,
serumarmen und serumfreien Zellkulturbedingungen gleichermalfien aktiv ist. In einer anderen Ausfiihrungs-
form handelt es sich um einen induzierbaren Promotor, insbesondere um einen Promotor, der durch Serum-
entzug aktiviert wird.

[0033] Eine besonders vorteilhafte Ausflihrungsform ist ein Promotor mit einer Nukleotidsequenz, die in
Fig. 5 der WO 97/15664 enthalten ist. Besonders bevorzugt sind dabei Promotorsequenzen, in denen die Se-
quenz von Position -161 bis — 45 von Fig. 5 enthalten ist.

[0034] Die in den Beispielen der vorliegenden Patentbeschreibung verwendeten Promotoren beinhalten je-
weils ein DNA-Molekil mit der Sequenz von Position 1923 bis 2406 der SEQ ID NO: 1 des beiliegenden Se-
quenzprotokolls. Diese Sequenz entspricht dem Fragment — 372 bis + 111 aus Fig. 5 der WO 97/15664 und
reprasentiert den bevorzugten Promotor, d.h. ein bevorzugter Promotor sollte diesen Sequenzbereich umfas-
sen. Ein anderer geeignetes Promotorfragment enthalt die Sequenz von Position 2134 bis 2406 (entspricht —
161 bis + 111 in Fig. 5 der WO 97/15664). Ein Promotor, der lediglich die Sequenz von Position 2251 bis 2406
beinhaltet, ist nicht mehr funktionsfahig (entspricht Position — 45 bis + 111 in Fig. 5 der WO 97/15664). Eine
Verlangerung der Promotorsequenz in 5'-Richtung ausgehend von Position 2134 ist mdglich.

[0035] Es koénnen auch funktionelle Subfragmente der vollstdndigen Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotorse-
quenz sowie funktionelle Mutanten/Varianten der vollstandigen Sequenz oder Subfragmente hiervon einge-
setzt werden, die z.B. durch Substitutionen, Insertionen oder Deletionen modifiziert worden sind. Entsprechen-
de Subfragmente, Mutanten oder Varianten werden nachfolgend auch als ,modifizierter Promotor" bezeichnet.
[0036] Ein modifizierter Promotor, gegebenenfalls kombiniert mit weiteren regulatorischen Elementen, weist
vorzugsweise eine Transkriptionsaktivitat auf, die der des Promotorfragments von Position 1923 bis 2408 der
in SEQ ID NO: 1 angegebenen Nukleotidsequenz (- 372 bis + 111 aus Fig. 5 der WO 97/15664) entspricht. Ein
modifizierter Promotor erweist sich als tauglich im Sinne der Erfindung, wenn er tber eine Transkripitionsakti-
vitat verfugt, die mindestens 50%, besser mindestens 80%, noch besser mindestens 90%, und noch mehr be-
vorzugt mindestens 100% der Aktivitat des 1923 bis 2406 Fragments (- 372 bis + 111 Fragments) in einem
vergleichenden Reportergen-Assay aufweist. Insbesondere bevorzugt sind modifizierte Promotoren, die eine
minimale Sequenzhomologie zur Wildtyp-Sequenz SEQ ID NO:1 des Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotors von
mindestens 80%, besser mindestens 85%, bevorzugt mindestens 90%, weiter bevorzugt mindestens 95% und
besonders bevorzugt mindestens 97% aufweisen und tber eine entsprechende Promotoraktivitat in einem ver-
gleichenden Reportergen-Assay verfigen.

[0037] In einem entsprechenden vergleichenden Reportergen-Assay werden die zu testenden Promotorfrag-
mente einschliellich der Referenzsequenz jeweils vor ein promotorloses Reportergen kloniert, das z.B. fir Lu-
ciferase, sezernierte Alkalische Phosphatase oder griines fluoreszierendes Protein (GFP) kodiert. Diese Kon-
strukte (Promotorsequenz + Reportergen) werden anschlie®end in die Testzellen, z.B. CHO-DG44, mittels
Transfektion eingefihrt und die Induktion der Reportergenexpression durch das jeweilige Promotorfragment
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Uber die Bestimmung des Proteingehalts des Reportergens ermittelt. Ein entsprechender Test findet sich bei-
spielhaft auch in Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, 1994, updated.

[0038] Die Promotorsequenz des Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotors sowie die modifizierter Promotoren, die
z.B. auch die 5'-untranslatierte Region bzw. ausgewahlte Fragmente hiervon umfassen kénnen, und die kodie-
rende Region des Ubiquitin/S27a-Gens bzw. ausgewahlte Fragmente hiervon, kénnen von einem Fachmann
in Kenntnis der in der WO 97/15664 beschriebenen Sequenz mit verschiedenen Standardmethoden erhalten
werden, wie z.B. in Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1994 beschrieben. Ausgehend von der in WO
97/15664 beschriebenen Sequenz kann beispielsweise ein geeigneter Abschnitt ausgewahlt und eine Oligo-
nukleotid-Sonde chemisch synthetisiert werden, die die Sequenz dieses Abschnitts enthalt. Mit einer solchen
Sonde kann z.B. durch Hybridisierung aus einer genomischen Bibliothek des Hamsters das Ubiqui-
tin/S27a-Gen bzw. dessen 5'-untranslatierte Region oder sonstige Fragmente kloniert werden. Mittels des
oben beschrieben Reportergen-Assays ist der Fachmann in der Lage, ohne erheblichen Aufwand promotorak-
tive Fragmente zu identifizieren und im Sinne der vorliegenden Erfindung zu verwenden. Die 5'-untranslatierte
Region bzw. spezielle Fragmente davon kénnen auch leicht durch PCR-Amplifikation mit entsprechenden Pri-
mern aus genomischer DNA oder einer genomischen Bibliothek erhalten werden. Fragmente der 5'-untransla-
tierten Region kdnnen auch durch limitierten Exonuklease 1ll-Verdau aus gréReren DNA-Fragmenten erhalten
werden. Solche DNA-Molekile kénnen auch chemisch synthetisiert oder aus chemisch synthetisierten Frag-
menten durch Ligation erzeugt werden.

[0039] Deletions-, Insertions- und Substitutionsmutanten lassen sich mittels ,ortsspezifischer Mutagenese"
und/oder ,PCR-basierten Mutagenese-Techniken" erzeugen. Entsprechende Methoden sind beispielhaft in
Lottspeich und Zorbas (1998) (Kapitel 36.1), mit weiteren Verweisen, aufgefihrt.

[0040] Es ist auch mdglich uber Kreuzhybridisierung mit Sonden aus dem 5'-untranslatierten Bereich des
Hamster-Ubiquitin/S27a-Gens oder aus dem S27a-Anteil des Hamster-Ubiquitin/S27a-Gens geeignete Pro-
motorsequenzen aus korrespondierenden homologen Genen anderer, bevorzugt Sdugerspezies, zu identifi-
zieren und zu isolieren. Entsprechende Techniken sind beispielhaft in Lottspeich und Zorbas (1998) (Kapitel
23) beschrieben. ,Homolog" im Sinne der Erfindung sind Gene, sofern ihre Nukleotidsequenz mindestens
70%, besser mindestens 80%, bevorzugt mindestens 90%, weiter bevorzugt mindestens 95% und besonders
bevorzugt mindestens 97% Ubereinstimmung mit der Nukleotidsequenz des Gens zeigt, zu dem es homolog
ist.

Gen von Interesse

[0041] Das im erfindungsgemalien Expressionsvektor enthaltene Gen von Interesse umfasst eine Nukleotid-
sequenz beliebiger Lange, die fir ein Produkt von Interesse kodiert. Das Genprodukt oder auch ,Produkt von
Interesse" ist in der Regel ein Protein, Polypeptid, Peptid bzw. Fragment oder Derivat davon. Es kann aber
auch RNA oder antisense RNA sein. Das Gen von interesse kann in voller Lange, in verklrzter Farm, als Fu-
sionsgen oder markiertes Gen vorliegen. Es kann sich um genomische DNA oder vorzugsweise cDNA bzw.
entsprechende Fragmente oder Fusionen handeln. Das Gen von Interesse kann die native Gensequenz dar-
stellen, mutiert oder auf sonstige Weise modifiziert sein. Derartige Modifikationen schlieRen Codon-Optimie-
rungen zur Anpassung an eine bestimmte Wirtszelle und eine Humanisierung ein. Das Gen von Interesse kann
z.B. fur ein sekretiertes, zytoplasmatisches, kernlokalisiertes, membrangebundenes oder zelloberflachenge-
bundenes Polypeptid kodieren.

[0042] Der Ausdruck ,Nukleotidsequenz" oder ,Nukleinsauresequenz" bezeichnet ein Oligonukleotid, Nukle-
otide, Polynukleotide und deren Fragmente sowie DNA oder RNA genomischen oder synthetischen Ur-
sprungs, die als Einzel- oder Doppelstrang vorliegen und den kodierenden oder den nicht-kodierenden Strang
eines Gens reprasentieren kann. Zur Modifikation von Nukleinsduresequenzen kénnen Standardtechniken,
wie z.B. ortsspezifische Mutagenese oder PCR-vermittelte Mutagenese (z.B. in Sambrook et al., 1989 oder Au-
subel et al., 1994 beschrieben), eingesetzt werden.

[0043] Unter ,kodieren" versteht man die Eigenschaft oder Fahigkeit einer spezifischen Sequenz von Nukle-
otiden in einer Nukleinsaure, beispielsweise einem Gen in einem Chromosom oder einer mRNA, als Matrize
fur die Synthese von anderen Polymeren und Makromolekilen wie z.B. rRNA, tRNA, mRNA, anderen
RNA-Molekulen, cDNA oder Polypeptiden in einem biologischen Prozess zu dienen. Demnach kodiert ein Gen
fur ein Protein, wenn durch Transkription und nachfolgende Translation der mRNA das gewilinschte Protein in
einer Zelle oder einem anderen biologischen System produziert wird. Sowohl der kodierende Strang, dessen
Nukleotidsequenz identisch mit der mMRNA-Sequenz ist und normalerweise auch in Sequenzdatenbanken, z.B.
EMBL oder GenBank, angegeben wird, als auch der als Matrize fir die Transkription dienende nicht-kodieren-
de Strang eines Gens oder cDNA kann dabei als kodierend fiir ein Produkt oder Protein bezeichnet werden.
Eine Nukleinsaure, die flir ein Protein kodiert, schliet auch Nukleinsduren mit ein, die auf Grund des degene-
rierten genetischen Codes eine andere. Nukleotidsequenzabfolge aufweisen, aber in der gleichen Aminosau-
resequenz des Proteins resultieren Nukleinsauresequenzen, die flir Proteine kodieren, kénnen auch Introns
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enthalten.

[0044] Mit dem Ausdruck ,cDNA" werden Desoxyribonukleinsduren bezeichnet, die durch reverse Transkrip-
tion und Synthese des zweiten DNA-Strangs aus einer von einem Gen produzierten mRNA oder anderen RNA
hergestellt werden. Liegt die cDNA als doppelstranges DNA-Molekdl vor, dann enthalt sie sowohl einen kodie-
renden als auch einen nicht-kodierenden Strang.

[0045] Mitdem Ausdruck ,Intron" werden nicht-kodierende Nukleotidsequenzen beliebiger Lange bezeichnet.
Sie kommen naturlicherweise in vielen eukyaryontischen Genen vor und werden von einem zuvor transkribier-
ten mRNA-Vorlaufer durch einen als Spleissen bezeichneten Prozess entfernt. Hierfir ist ein exaktes Heraus-
schneiden des Introns am 5'- und 3'-Ende und eine korrekte Verbindung der entstehenden mRNA-Enden er-
forderlich, damit eine reife prozessierte mMRNA mit dem fiir die erfolgreiche Proteinsynthese richtigen Leseras-
ter hergestellt wird. Viele der an diesem Spleissing-Prozess beteiligten Spleiss-Donor- und Spleiss-Akzep-
tor-Stellen, das sind die unmittelbar an den Exon-Intron- bzw. Intron-Exon-Grenzen vorliegenden Sequenzen,
sind mittlerweile charakterisiert worden. Fiir einen Uberblick siehe Ohshima et al., 1987.

Protein von Interesse

[0046] Biopharmazeutisch bedeutsame Proteine/Polypeptide umfassen z.B. Antikorper, Enzyme, Cytokine,
Lymphokine, Adhasionsmolekiile, Rezeptoren sowie deren Derivate bzw. Fragmente, sind aber nicht auf diese
beschrankt. Im allgemeinen sind alle Polypeptide bedeutsam, die als Agonisten oder Antagonisten wirken
und/oder therapeutische oder diagnostische Anwendung finden kénnen.

[0047] Der Ausdruck ,Polypeptide" wird fir Aminosauresequenzen oder Proteine verwendet und bezeichnet
Polymere von Aminosauren beliebiger Lange. Dieser Ausdruck schlief3t auch Proteine ein, die posttranslatio-
nal durch Reaktionen wie beispielsweise Glykosylierung, Phosphorylierung, Acetylierung oder Proteinprozes-
sierung modifiziert werden. Die Struktur des Polypeptids kann z.B: durch Substitutionen Deletionen oder Inser-
tion von Aminosauren, Fusion mit anderen Proteinen: unter Beibehaltung seiner biologischen Aktivitat modifi-
ziert werden.

[0048] Beispiele fiir therapeutische Proteine sind Insulin, Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor, humanes
Wachstumshormon (hGH) und andere Wachstumsfaktoren, Gewebeplasminogenaktivator (tPA), Erythropoe-
tin (EPO), Cytokine, beispielsweise Interleukine (IL) wie IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10,
IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, Interferon (IFN)-alpha, beta, gamma, omega oder tau, Tu-
mornekrosefaktor (TNF) wie z.B. TNF-alpha, beta oder gamma, TRAIL, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, MCP-1 und
VEGF. Weitere Beispiele sind monoklonale, polyklonale, multispezifische und einzelkettige (single chain) An-
tikdérper und Fragmente davon, wie z.B. Fab, Fab', F(ab'),, Fc und Fc'-Fragmente, leichte (L) und schwere (H)
Immunglobulinketten und deren konstante, variable oder hypervariable Regionen sowie Fv- und Fd-Fragmente
(Chamov et al., 1999). Die Antikérper kdnnen humanen oder nicht-humanen Ursprungs sein. Auch humanisier-
te und chiméare Antikérper kommen in Frage.

[0049] Fab-Fragmente (Fragment antigen-binding = Fab) bestehen aus den variablen Regionen beider Ket-
ten, die durch die angrenzenden konstanten Regionen zusammengehalten werden. Sie kénnen z.B. durch Be-
handlung mit einer Protease, wie beispielsweise Papain, aus konventionellen Antikdrpern erzeugt werden oder
aber auch durch DNA-Klonierung. Weitere Antikérperfragmente sind F(ab'),-Fragmente, die durch proteolyti-
schen Verdau mit Pepsin hergestellt werden kénnen.

[0050] Durch Genklonierung kénnen auch verkiirzte Antikbrperfragmente hergestellt werden, die nur aus den
variablen Region der schweren (VH) und der leichten Kette (VL) bestehen. Diese werden als Fv-Fragmente
(Fragment variable = Fragment des variablen Teils) bezeichnet. Da bei diesen Fv-Fragmenten die kovalente
Verbindung Uber die Cysteinreste der konstanten Ketten nicht méglich ist, werden diese Fv-Fragmente oft an-
derweitig stabilisiert. Dazu werden die variablen Region der schweren und leichten Kette haufig mittels eines
kurzen Peptidfragments von ca. 10 — 30 Aminosauren besonders bevorzugt 15 Aminosauren, miteinander ver-
knUpft Auf diese Weise entsteht eine einzelne Polypepdidkette, in der VH und VL durch einen Peptidlinker mit-
einander verbunden sind. Solche Antikérperfragmente werden auch als single-chain Fv-Fragment (scFv) be-
zeichnet. Beispiele von scFv-Antikérpern sind bekannt und beschrieben, siehe z.B. Huston et al. (1988).
[0051] In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Strategien entwickelt um multimere scFv-Derivate
herzustellen. Die Intention besteht in der Erzeugung von rekombinanten Antikérpern mit verbesserten pharma-
kokinetischen Eigenschaften und verstarkter Bindungsaviditat. Zur Erreichung der Multimerisierung der
scFv-Fragmente werden diese als Fusionsproteine mit Multimerisierungsdomanen hergestellt. Als Multimeri-
sierungsdomanen kdnnen dabei z.B. die CH3-Region eines IgGs oder Helixstrukturen (,coiled coil structure")
wie die Leucin-Zipper-Domanen fungieren. In anderen Strategien wird die Interaktion zwischen den VH- und
VL-Regionen des scFv-Fragments fir eine Multimerisierung genutzt (z.B. Dia-, Tri- und Pentabodies).

[0052] Als ,Diabody" bezeichnet ein Fachmann ein bivalentes homodimeres scFv-Derivat. Die Verkiirzung
des Peptidlinkers im scFv-Molekule auf 5 — 10 Aminosauren resultiert in der Bildung von Homodimeren durch
Uberlagerung von VH/VL-Ketten. Die Diabodies kénnen zusétzlich durch eingefiihrte Disulfidbriicken stabili-
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siert werden. Beispiele von Diabodies finden sich in der Literatur, z.B. bei Perisic et al. (1994).

[0053] Als ,Minibody" bezeichnet der Fachmann ein bivalentes, homodimeres scFv-Derivat. Es besteht aus
einem Fusionsprotein, das die CH3-Region eines Immunglobulins, vorzugsweise 1gG, besonders bevorzugt
IgG1, als Dimerisierungsregion enthalt. Diese verbindet die scFv-Fragmente iber eine Hinge-Region, eben-
falls von IgG, und eine Linker-Region. Beispiele solcher Minibodies sind bei Hu et al. (1996) beschrieben.
[0054] Mit, Triabody" bezeichnet der Fachmann ein trivalentes homotrimeres scFv-Derivat (Kortt et al., 1997).
Die direkte Fusion von VH-VL ohne Verwendung einer Linkersequenz fihrt zur Ausbildung von Trimeren.
[0055] Bei den vom Fachmann als Mini-Antikdrper bezeichneten Fragmenten, die eine bi-, tri- oder tetrava-
lente Struktur haben, handelt es sich ebenfalls um Derivate von scFv-Fragmenten. Die Multimersierung wird
dabei Uber di-, tri- oder tetramere ,coiled coil"-Strukturen erzielt (Pack et al., 1993 und 1995; Lovejoy et al.,
1993).

Gen, das fir ein fluoreszierendes Protein kodiert

[0056] Der erfindungsgemale Expressionsvektor enthalt ein fir ein fluoreszierendes Protein kodierendes
Gen in funktioneller Verknipfung mit dem Gen von Interesse und unter der Kontrolle des Hamster-Ubiqui-
tin/S27a-Promotors, eines modifizierten Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotors oder eines Homologen hiervon.
[0057] Bei dem fluoreszierenden Protein kann es sich z.B. um ein griin, blaugrin, blau, gelb oder andersfar-
ben fluoreszierendes Protein handeln. Ein spezielles Beispiel ist das griin fluoreszierende Protein (GFP) aus
Aequorea victoria oder Renilla reniformis und daraus entwickelte Mutanten; siehe z.B. Bennet et al. (1998);
Chalfie et al. (1994); WO 01/04306 und die dort zitierte Literatur.

[0058] Weitere fluoreszierende Proteine und dafir kodierende Gene sind in WO 00/34318, WO 00/34326,
WO 00/34526 und WO 01/27150 beschrieben, die durch Bezugnahme hierin inkorporiert werden. Bei diesen
fluoreszierenden Proteinen handelt es sich um Fluorophore von nicht-biolumineszierenden Organismen der
Spezies Anthozoa, beispielsweise von Anemonia majano, Clavularia sp., Zoanthus sp. |, Zoanthus sp. Il, Dis-
cosoma striata, Discosoma sp. ,red", Discosoma sp. "green", Discosoma sp. "Magenta", Anemonia sulcata.
[0059] Die erfindungsgemal’ eingesetzten Fluoreszenzproteine beinhalten neben den Wildtyp-Proteinen
auch naturliche oder gentechnologisch hergestellte Mutanten und -varianten, deren Fragmente, Derivate oder
z.B. mit anderen Proteinen oder Peptiden fusionierte Varianten. Die eingebrachten Mutationen kénnen dabei
beispielsweise das Exzitations- oder Emissionsspektrum, die Chromophorenbildung, den Extinktionskoeffizi-
enten oder die Stabilitat des Proteins verandern. Durch Codon-Optimierung kann zudem die Expression in
Saugerzellen oder anderen Spezies verbessert werden. Erfindungsgemal kann das fluoreszierende Protein
auch in Fusion mit einem Selektionsmarker, bevorzugterweise mit einem amplifzierbaren Selektionsmarker wie
beispielsweise der Dihydrofolat-Reduktase (DHFR), eingesetzt werden.

[0060] Die von den fluoreszierenden Proteinen emittierte Fluoreszenz ermdglicht die Detektion der Proteine
z.B. durch Durchflusszytometrie mit einem Fluoreszenzaktivierten Zellsortierer (FACS) oder durch Fluores-
zenzmikroskopie.

Weitere regulatorische Elemente

[0061] Der Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotor kann zur Steigerung/Regulierung der Transkriptionsaktivitat in
einer Expressionskassette in funktionellen Zusammenhang mit weiteren regulatorischen Sequenzen gebracht
werden.

[0062] Beispielsweise kann der Promotor mit Enhancer-Sequenzen funktionell verknipft werden, um die
Transkriptionsaktivitat zu steigern. Hierzu kénnen ein oder mehrere Enhancer und/oder mehrere Kopien einer
Enhancer-Sequenz verwendet werden, beispielsweise ein CMV- oder SV40-Enhancer.

[0063] Mitdem Ausdruck ,Enhancer" wird eine Polynukleotidsequenz bezeichnet, die in cis-Lokalisierung auf
die Aktivitat eines Promotors einwirkt und so die Transkription eines mit diesem Promotor funktionell verkntpf-
ten Gens stimuliert. Im Gegensatz zu Promotoren ist die Wirkung der Enhancer positions- und orientierungs-
unabhangig und kdnnen somit vor oder hinter eine Transkriptionseinheit, innerhalb eines Introns oder selbst
innerhalb der Kodierregion positioniert werden. Der Enhancer kann dabei sowohl in unmittelbarer Nahe der
Transkriptionseinheit als auch in betrachtlichem Abstand zum Promotor lokalsiert sein. Auch eine physikali-
sche und funktionelle Uberlappung mit dem Promotor ist mdglich. Dem Fachmann sind eine Vielzahl von En-
hancern aus verschiedenen Quellen bekannt (und in Datenbanken wie GenBank hinterlegt, z.B. SV40 Enhan-
cer, CMV Enhancer, Polyoma Enhancer, Adenovirus Enhancer). und als eigenstandige oder innerhalb von Po-
lynukleotidsequenzen klonierte Elemente verfligbar (z.B. bei ATCC hinterlegt oder aus kommerziellen und in-
dividuellen Quellen). Eine Vielzahl von Promotorsequenzen beinhalten auch Enhancersequenzen, wie z.B. der
haufig verwendete CMV Promotor. Der humane CMV-Enhancer gehort dabei zu den starksten bisher identifi-
zierten Enhancern. Ein Beispiel fur einen induzierbaren Enhancer ist der Metallothionein-Enhancer, der durch
Glucocorticoide oder Schwermetalle stimuliert werden kann.
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[0064] Eine weitere mdgliche Modifikation ist z.B. die Einfuhrung multipler Sp1-Bindungsstellen. Die Promo-
torsequenzen koénnen ferner mit regulatorischen Sequenzen kombiniert werden, die eine Steuerung/Regulie-
rung der Transkriptionsaktivitat gestatten. So kann der Promotor reprimierbar/induzierbar gemacht werden.
Dies kann beispielsweise durch die Verkniipfung mit Sequenzen geschehen, die Bindungsstellen flr positiv
oder negativ regulierende Transkriptionsfaktoren darstellen. Der oben genannte Transkriptionsfaktor SP-1 bei-
spielsweise hat einen positiven EinfluR auf die Transkriptionsaktivitat. Ein weiteres Beispiel ist die Bindungs-
stelle fur das Aktivatorprotein AP-1, das sowohl in positiver als auch in negativer Weise auf die Transkription
einwirken kann. Die Aktivitat des AP-1 kann durch verschiedenste Faktoren, wie z.B. Wachstumsfaktoren, Zy-
tokine und Serum, gesteuert werden (Faisst et al., 1992, und Referenzen darin). Die Transkriptionseffizienz
kann auch dadurch gesteigert werden, dass die Promotorsequenz durch Mutation (Substitution, Insertion oder
Deletion) von einer, zwei, drei oder mehr Basen verandert wird und dann in einem Reportergen-Assay be-
stimmt wird, ob sich dadurch die Promotoraktivitat erhoht.

[0065] Grundsatzlich umfassen die zusatzlichen regulatorischen Elemente andere Promotoren als den
Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotor, Enhancer, Terminations- und Polyadenylierungssignale und weitere Ex-
pressionskontrollelemente. Fir die verschiedenen Zelltypen sind sowohl induzierbare als auch konstitutive re-
gulatorische Sequenzen bekannt. ,Transkriptionsregulatorische Elemente" umfassen gewdhnlich einen Pro-
motor stromaufwarts von der zu exprimierenden Gensequenz, Transkriptionsinitiations- und -terminationsstel-
len sowie ein Polyadenylierungssignal.

[0066] Als "Promotor" wird eine Polynukleotidsequenz bezeichnet, die die Transkription der mit ihr funktionell
verknUpften Gene oder Sequenzen ermdglicht und kontrolliert. Ein Promotor enthalt Erkennungssequenzen fur
die Bindung der RNA-Polymerase und die Initiationsstelle der Transkription (Transkriptionsinitiationsstelle). Zur
Expression einer gewuinschten Sequenz in einem bestimmten Zelltyp oder einer Wirtszelle muss jeweils ein
geeigneter, funktionaler Promotor gewahlt werden. Der Fachmann kennt eine Vielzahl von Promotoren aus
verschiedenen Quellen, einschlieBlich konstitutiver, induzierbarer und reprimierbarer Promotoren. Sie sind in
Datenbanken, z.B. GenBank, hinterlegt und kénnen als eigenstandige oder innerhalb von Polynukleotidse-
qguenzen klonierte Elemente von kommerziellen oder individuellen Quellen bezogen werden. In induzierbaren
Promotoren kann die Aktivat des Promotors in Reaktion auf ein Signal reduziert oder verstarkt werden. Ein Bei-
spiel fur einen induzierbaren Promotor stellt der Tetracyclin (tet)-Promotor dar. Dieser enthalt Tetracyclin-Ope-
ratorsequenzen (tetO), die durch ein Tetracyclin-reguliertes Transaktivatorprotein (tTA) induziert werden kon-
nen. In der Anwesenheit von Tetracyclin wird die Bindung von tTA an tetO inhibiert. Beispiele fiir weitere indu-
zierbare Promotoren sind der jun-, fos-, Metallothionin- und Hitzeschockpromotor (siehe auch Sambrook et al.,
1989; Gossen et al., 1994). Unter den Promotoren, die fiir eine hohe Expression in Eukaryonten besonders gut
geeignet sind, befinden sich der SV40 early Promotor, der Adenovirus major late Promotor, der Maus Metallo-
thionin-I Promotor, die lange terminale Repeatregion des Rous Sarcoma Virus und der early Promotor des hu-
manen Cytomegalie-Virus. Beispiele fiir andere heterologe Saugerpromotoren sind der/die Aktin-, Immunglo-
bulin-, oder Hitzeschockpromotor(en).

[0067] Der Ausdruck ,Transkriptionsinitiationsstelle" bezieht sich auf eine Nukleinsaure in dem Konstrukt, die
der ersten Nukleinsaure entspricht, welche in das priméare Transkript, d.h. den mRNA-Precursor, inkorporiert
wird. Die Transkriptionsinitiationsstelle kann mit den Promotorsequenzen tUberlappen.

[0068] Der Ausdruck ,Transkriptionsterminationsstelle" bezieht sich auf eine Nukleotidsequenz, die normaler-
weise am 3'-Ende des Gens von Interesse oder des zu transkribierenden Genabschnitts vorhanden ist und
eine den Abbruch der Transkription durch RNA-Polymerase bewirkt.

[0069] Das ,Polyadenylierungssignal” ist eine Signalsequenz, welche die Spaltung an einer spezifischen Stel-
le am 3'-Ende der eukaryontischen mRNA und den posttranskriptionellen Einbau einer Sequenz von etwa
100-200 Adeninnukleotiden (polyA-Schwanz) am gespaltenen 3'-Ende verursacht. Das Polyadenylierungssig-
nal umfasst die Sequenz AATAAA etwa 10-30 Nukleotide stromaufwarts von der Spaltstelle sowie eine strom-
abwarts gelegene Sequenz. Es sind verschiedene Polyadenylierungselemente bekannt, z.B. tk polyA, SV40
late und early polyA oder BGH polyA (z.B. beschrieben in US 5,122,458).

[0070] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung verfligt jede Transkriptionseinheit
Uber einen Promotor oder ein Promotor/Enhancer-Element, ein Gen von Interesse und/oder ein Markergen,
sowie Uber ein Transkriptionterminationselement. In einer weiter bevorzugten Ausflihrungsform enthalt die
Transkriptionseinheit weitere translationsregulatorische Einheiten.

[0071] ,Translationsregulatorische Elemente" umfassen eine Translationsinitiationsstelle (AUG), ein Stopp-
codon und ein polyA-Signal fiir jedes zu exprimierende Polypeptid. Fir eine optimale Expression kann es glins-
tig sein, 5'- und/oder 3'-nichttranslatierte Bereiche der zu exprimierenden Nukleinsauresequenz zu entfernen,
hinzuzufiigen oder zu andern, um potentielle zusatzliche ungeeignete Translationsinitiationscodons oder an-
dere Sequenzen, welche die Expression auf dem Niveau der Transkription oder Expression beeintrachtigen
kdnnen, zu eliminieren. Um die Expression zu férdern, kann man alternativ ribosomale Konsensus-Bindungs-
stellen unmittelbar stromaufwarts vom Startcodon insertieren. Um ein sekretiertes Polypeptid zu produzieren,
enthalt das Gen von Interesse gewdhnlich eine Signalsequenz, welche fiir ein Signalvorlauferpeptid kodiert,
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die das synthetisierte Polypeptid zu und durch die ER-Membran transportiert. Die Signalsequenz befindet sich
oft, jedoch nicht immer, am Aminoterminus des sekretierten Proteins und wird durch Signal-Peptidasen abge-
spalten, nachdem das Protein durch die ER-Membran geschleust wurde. Die Gensequenz wird gewdhnlich,
jedoch nicht notwendigerweise, eine eigene Signalsequenz enthalten. Wenn die native Signalsequenz nicht
vorhanden ist. kann in bekannter Weise eine heterologe Signalsequenz eingefiihrt werden. Dem Fachmann
sind zahlreiche solcher Signalsequenzen bekannt und in Sequenzdatenbanken wie GenBank und EMBL hin-
terlegt.

[0072] Ein erfindungsgemal besonderes bedeutsames regulatorisches Element ist die interne Ribosomen-
bindungsstelle (IRES). Das ,IRES-Element" umfasst eine Sequenz, welche die Translationsinitiation unabhan-
gig von einer 5'-terminalen Methylguanosiniumkappe (CAP-Struktur) sowie dem stromaufwarts gelegenen
Gen funktionell bewerkstelligt und in einer tierischen Zelle die Translation zweier Cistrone (offener Leseraster)
von einem einzigen Transkript ermdglicht. Das IRES-Element stellt eine unabhangige Ribosomenbindungs-
stelle fur die Translation des unmittelbar stromabwarts gelegenen offenen Leserasters zur Verfiigung. Im Ge-
gensatz zu bakterieller mRNA, die multicistronisch sein kann, d.h. fir mehrere verschiedene Polypeptide oder
Produkte kodieren kann, die nacheinander von der mRNA translatiert werden, sind die meisten mRNAs von
Tierzellen monocistronisch und kodieren nur fir ein einziges Protein oder Produkt. Bei einem multicistroni-
schen Transkript in einer eukaryontischen Zelle wirde die Translation von der stromaufwarts am nachsten ge-
legenen Translationsinitiationsstelle initiilert und vom ersten Stoppcodon beendet werden, worauf das Trans-
kript aus dem Ribosom freigesetzt wiirde. Bei der Translation entstinde somit nur das erste von der mRNA
kodierte Polypeptid oder Produkt. Dagegen ermdglicht ein multicistronisches Transkript mit einem IRES-Ele-
ment, das mit dem zweiten oder weiteren offenen Leserastern in dem Transkript funktionell verknipft ist, die
anschlieBende Translation des stromabwarts gelegenen offenen Leserasters, so dass in der eukaryontischen
Zelle zwei oder mehr, von demselben Transkript kodierte Polypeptide oder Produkte produziert werden.
[0073] Das IRES-Element kann von verschiedener Lange und von verschiedenem Ursprung sein und z.B.
vom Encephalomyocarditisvirus (EMCV) oder anderen Picornaviren stammen. In der Literatur sind verschie-
dene IRES-Sequenzen und deren Anwendung bei der Konstruktion von Vektoren beschrieben worden; siehe
z.B. Pelletier et al., 1988 et al., 1989; Davies et al., 1992; Adam et al., 1991; Morgan et al., 1992; Sugimoto et
al., 1994; Ramesh et al., 1996, Mosser et al., 1997.

[0074] Die stromabwarts gelegene Gensequenz ist mit dem 3'-Ende des IRES-Elements funktionell verknipft,
d.h. der Abstand wird so gewahlt, dass die Expression des Gens nicht oder nur marginal beeinflusst wird bzw.
eine flr den Zweck ausreichende Expression aufweist. Der optimale und zuldssige Abstand zwischen dem
IRES-Element und dem Startcodon des stromabwarts gelegenen Gens flr eine noch ausreichende Expression
Iasst sich in einfachen Versuchen durch Variation des Abstands und Bestimmung der Expressionsrate als
Funktion des Abstandes mit Hilfe von Reportergen-Assays ermitteln.

[0075] Durch die geschilderten Mallnahmen kann eine optimierte Expressionskassette erhalten werden, die
von hohem Nutzen fiir die Expression heterologer Genprodukte ist. Eine durch eine oder mehrere solcher Maf3-
nahmen erhaltene Expressionskassette ist daher ebenfalls Gegenstand der Erfindung.

Amplifizierbares Selektionsmarkergen

[0076] Ein bevorzugter erfindungsgemaler Vektor enthalt zusatzlich ein amplifizierbares Selektionsmarker-
gen, das eine Amplifikation des amplifizierbaren Markergens und vorzugsweise die Co-Amplifikation einer
Transkriptionseinheit, bestehend aus dem Hamster-Ubiquitin/S27a-Gens, dem Gen von Interesse und dem
Gen fir das fluoreszierende Protein, ermoglicht. Hierzu werden die mit einem entsprechenden Expressions-
vektor transfizierten Wirtszellen in Gegenwart eines geeigneten Selektionsmittels kultiviert, so dass sich nur
solche Wirtszellen vermehren (lassen), die Uber mehrere Genkopien zumindest des amplifizierbaren Selktions-
markergens verfugen. Vorzugsweise wird dies durch eine stufenweise Kultivierung der Zellen in Gegenwart
steigender Mengen an Selektionsmittel erreicht.

[0077] Das amplifizierbare Selektionsmarkergen kodiert gewdhnlich fiir ein Enzym, das flr das Wachstum
von eukaryontischen Zellen unter bestimmten Kultivierungsbedingungen erforderlich ist. Beispielsweise kann
das amplifizierbare Selektionsmarkergen fur Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) kodieren. In diesem Fall wird das
Gen amplifiziert, wenn man eine damit transfizierte Wirtszelle in Gegenwart des Selektionsmittels Methotrexat
(MTX) kultiviert.

[0078] In der folgenden Tabelle 1 sind Beispiele flir weitere erfindungsgemalf verwendbare amplifizierbare
Selektionsmarkergene und die dazugehérigen Selektionsmittel angegeben, die in einem Uberblick bei Kauf-
man, Methods in Enzymology, 185:537-566 (1990) beschrieben sind.
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Tabelle 1: Amplifizierbare Selektionsmarkergene

Amplifizierbares Hinterlegungsnummer Selektionsmittel

Selektionsmarkergen

Dihydrofolat-Reduktase M19869 (Hamster) Methotrexat (MTX)
E00236 (Maus)

Metallothionein D10551 (Hamster) Cadmium

M13003 (Human)
M11794 (Ratte)

CAD (Carbamoylphosphat-
Synthetase : Aspartat-

M23652 (Hamster)
D78586 (Human)

N-Phosphoacetyl-L-
aspartat
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Transcarbamylase:
Dihydroorotase)
Adenosin-Deaminase K02567 (Human) Xyl-A- oder Adenosin,
M10319 (Maus) 2 'Deoxycoformycin
AMP (Adenylat)- D12775 (Human) Adenin, Azaserin,
Deaminase J02811 (Ratte) Coformycin
UMP-Synthase J03626 (Human) 6-Azauridin, Pyrazofuran
IMP 5°-Dehydrogenase J04209 (Hamster) Mycophenolséure
J04208 (Human)
M33934 (Maus)

Xanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase

X00221 (E. coli)

Mycophenolsaure mit
limitierendem Xanthin

Mutanten-HGPRTase oder
Mutanten-Thymidin-Kinase

J00060 (Hamster)
M13542, K02581 (Human)
J00423, M68489(Maus)
M63983 (Ratte)

M36160 (Herpes virus)

Hypoxanthin, Aminopterin,
und Thymidin (HAT)

Thymidylat-Synthetase

D00596 (Human)
M13019 (Maus)
L12138 (Ratte)

5-Fluordeoxyuridin

M14511 (Ratte)

P-Glycoprotein 170 AF016535 (Human) mehrere Arzneistoffe, z.B.
(MDR1) ' J03398 (Maus) | Adriamycin, Vincristin,
1 o o o - .. .1 Coichicin
Ribonukleotid-Reduktase | M124223, K02927 (Maus) | Aphidicolin
Glutamin-Synthetase AF 150961 (Hamster) "t Methioninsulfoximin (MSX)
U09114, M60803 (Maus)
M29579 (Ratte)
Asparagin-Synthetase M27838 (Hamster) B-Aspartylnydroxamat,
M27396 (Human) Albizziin, 5’ Azacytidin
U38940 (Maus)
UQ7202 (Ratte)
Argininosuccinat- X01630 (Human) Canavanin
Synthetase M31690 (Maus)
M26198 (Rind)
Ornithin-Decarboxylase M34158 (Human) a-Difluormethylornithin
J03733 (Maus)
M16982 (Ratte)
HMG-CoA-Reduktase L00183,M12705 (Hamster) | Compactin
M11058 (Human)
N-Acetylglucosaminyl- M55621 (Human) Tunicamycin
Transferase
Threonyl-tRNA-Synthetase | M63180 (Human) Borrelidin
Na'K'-ATPase J05096 (Human) Ouabain

[0079] Als amplifizierbares Selektionsmarkergen wird erfindungsgemaf ein Gen bevorzugt, das fir ein Poly-
peptid mit der Funktion von DHFR kodiert, z.B. fir DHFR oder ein Fusionsprotein aus dem fluoreszierenden
Protein und DHFR. DHFR ist flr die Biosynthese von Purinen erforderlich. Zellen, denen das DHFR-Gen fehlt,
kdnnen in Purin-defizientem Medium nicht wachsen. Das DHFR-Gen ist deshalb ein niitzlicher Selektionsmar-
ker zur Selektion und Amplifikation von Genen in Zellen, die in Purinfreiem Medium kultiviert werden. Das Se-
lektionsmittel, das in Verbindung mit dem DHFR-Gen verwendet wird, ist Methotrexat (MTX). Die vorliegende
Erfindung schlie3t deshalb eine Methode zur Herstellung von hochproduzierenden rekombinanten Wirtszellen
ein, wobei sie folgende Schritte enthalt: (i) Transfektion der Wirtszellen mit Genen, die zumindest fiir ein Protein
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von Interesse, ein fluoreszierendes Protein und DHFR kodieren, (ii) Kultivierung der Zellen unter Bedingungen,
die eine Expression der verschiedenen Gene ermdglichen, und (iii) die Amplifikation dieser co-integrierten
Gene durch Kultivierung der Zellen in Gegenwart eines Selektionsmittels, das die Amplifikation zumindest des
amplifizierbaren selektionierbaren Markergens erlaubt, wie z.B. Methotrexat. Bevorzugt werden die transfizier-
ten Zellen hierbei in Hypoxanthin/Thymidin-freiem Medium in der Abwesenheit von Serum und unter Zugabe
steigender Konzentrationen an MTX kultiviert. Verzugsweise betragt die Konzentration an MTX bei dem ersten
Amplifikationsschritt zumindest 200 nM, in einer noch mehr bevorzugten Ausfiihrungsform zumindest 500 nM
und kann stufenweise auf bis zu 1 M gesteigert werden. Im Einzelfall kbnnen auch Konzentration von tber 1
MM verwendet werden.

[0080] Saugerzellen, vorzugsweise Mausmyeloma- und Hamsterzellen, sind bevorzugte Wirtszellen fiir den
Einsatz von DHFR als amplifizierbaren Selektionsmarker. Besonders bevorzugt sind die Zelllinien CHO-DUKX
(ATCC CRL-9096) und CHO-DG44 (Urlaub et al., 1983), da sie bedingt durch Mutation keine eigene DHFR-Ak-
tivitat aufweisen. Um die DHFR-bedingte Amplifikation auch in anderen Zelltypen anwenden zu kénnen, die
Uber eine eigene endogene DHFR-AKktivitat verfugen, kann bei der Transfektion ein mutiertes DHFR-Gen ver-
wendet werden, das fur ein Protein mit einer reduzierten Sensitivitdt gegenliber Methotrexat kodiert (Simonson
et al., 1983; Wigler et al., 1980; Haber et al., 1982).

Herstellung erfindungsgemalfer Expressionsvektoren

[0081] Die Herstellung des erfindungsgemafien Expressionsvektors kann grundsatzlich nach herkémmli-
chen, dem Fachmann gelaufigen Methoden, wie z.B. bei Sambrock et al. (1989), beschrieben, erfolgen. Dort
findet sich auch eine Beschreibung der funktionellen Komponenten eines Vektors, z.B. geeigneter Promotoren
(zusatzlich zum Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotor), Enhancer, Terminations- und Polyadenylierungssignale,
Antibiotikaresistenzgene, Selektionsmarker, Replikationsstartpunkte und Spleisssignale. Zur Herstellung kon-
nen herkdbmmliche Klonierungsvektoren verwendet werden, z.B. Plasmide, Bacteriophagen, Phagemide, Cos-
mide oder virale Vektoren wie Baculovirus, Retroviren, Adenoviren, Adeno-assoziierte Viren und Herpes sim-
plex-Virus, aber auch kiinstliche Chromosomen/Mini-Chromosomen. Die eukaryontischen Expressionsvekto-
ren enthalten typischerweise auch prokaryontische Sequenzen wie z.B. Replikationsursprung und Antibiotika-
resistenzgene, die die Vermehrung und Selektion des Vektors in Bakterien ermdglichen. Eine Vielzahl von eu-
karyontischen Expressionsvektoren, die multiple Klonierungsstellen zur Einfihrung einer Polynukleotidse-
quenz enthalten, sind bekannt und einige sind kommerziell bei verschiedenen Firmen wie Stratagene; La Jolla,
CA, USA,; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; Promega, Madison, WI, USA oder BD Biosciences Clontech, Palo
Alto, CA, USA erhaltlich.

[0082] Aufeine dem Fachmann gelaufige Weise werden der Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotor, das Gen von
Interesse, das flr ein fluoreszierendes Protein kodierende Gen, vorzugsweise auch das amplifizierbare Selek-
tionsmarkergen, z.B. Dihydrofolat-Reduktase, sowie gegebenenfalls zusatzliche regulatorische Elemente wie
die interne Ribosomenbindungsstelle (IRES), Enhancer oder ein Polyadenylierungssignal in den Expressions-
vektor eingefiihrt. Ein erfindungsgemalier Expressionsvektor enthalt minimal einen Ubiquitin/S27a-Promotor,
das Gen von Interesse, und das fiir ein fluoreszierendes Protein kodierende Gen. Vorzugsweise enthalt der
Expressionsvektor noch ein amplifizierbares Selektionsmarkergen. Erfindungsgemal ist hierbei auch die Ver-
wendung modifizierter Ubiquitin/S27a-Promotoren, z.B. wie die in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen
modifizierten Ubiquitin/S27a-Promotoren. Besonders bevorzugt ist ein Expressionsvektor, bei dem der Ubiqu-
itin-Promotor, das Gen von Interesse und das Gen, welches fiir ein fluoreszierendes Protein kodiert, funktionell
miteinander verknupft sind oder in funktioneller Verknipfung stehen.

[0083] Im Rahmen der vorliegenden Beschreibung bezieht sich der Ausdruck ,funktionelle Verkniipfung" bzw.
Lfunktionell verknlpft" auf zwei oder mehr Nukleinsauresequenzen oder -teilsequenzen, die so positioniert
sind, dass sie ihre beabsichtigte Funktion ausiiben kdnnen. Beispielsweise ist ein Promotor/Enhancer funktio-
nell mit einer kodierenden Gensequenz funktionell verknlipft, wenn er in cis-Stellung die Transkription der ver-
knipften Gensequenz kontrollieren oder modulieren kann. Im Allgemeinen, jedoch nicht notwendigerweise,
befinden sich funktionell verknupfte DNA-Sequenzen in enger Nachbarschaft und, sofern zwei kodierende
Gensequenzen verknipft werden oder im Falle einer Sekretionssignalsequenz, im gleichen Leseraster. Ob-
wohl sich ein funktionell verknipfter Promotor im Allgemeinen stromaufwarts von der kodierenden Gense-
quenz befindet, muss er nicht notwendigerweise eng benachbart sein. Enhancer miissen ebenfalls nicht in en-
ger Nachbarschaft vorliegen, solange sie die Transkription der Gensequenz begunstigen. Zu diesem Zweck
kdnnen sie sowohl stromaufwarts als auch stromabwarts von der Gensequenz vorliegen, gegebenenfalls in ei-
nigem Abstand. Eine Polyadenylierungsstelle ist funktionell mit einer Gensequenz verknupft, wenn sie am
3'-Ende der Gensequenz derart positioniert ist, dass die Transkription ber die kodierende Sequenz bis hin
zum Polyadenylierungssignal fortschreitet. Die Verknupfung kann nach tblichen rekombinanten Methoden er-
folgen, z.B. mittels der PCR-Technik, durch Ligation an geeigneten Restriktionsschnittstellen oder durch
Spleissen. Wenn keine geeigneten Restriktionsschnittstellen vorhanden sind, kénnen in an sich bekannter
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Weise synthetische Oligonukleotid-Linker oder Adaptoren verwendet werden. Erfindungsgeman erfolgt die
funktionelle Verknipfung vorzugsweise nicht Gber Intronsequenzen.

[0084] In einer der beschrieben Ausfiihrungsformen sind Ubiquitin/S27a-Promotor bzw. eine modifizierte
Form hiervon, das Gen von Interesse und das fir ein fluoreszierendes Protein kodierende Gen funktionell mit
einander verknupft. Dies meint z.B. das sowohl das Gen von Interesse als auch das fur ein fluoreszierendes
Protein kodierende Gen ausgehend von dem selben Ubiquitin/S27a-Promotor bzw. einer modifizierten Form
hiervon, exprimiert werden. In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt die funktionelle Verkniip-
fung Uber ein IRES-Element, so dass von beiden Genen eine bicistronische mRNA synthetisiert wird. Der er-
findungsgemale Expressionsvektor kann zusatzlich Enhancer-Elemente enthalten, die funktionell auf einen
oder mehrere Promotoren wirken. Besonders bevorzugt ist ein Expressionsvektor, bei dem der Ubiqui-
tin/S27a-Promotor bzw. eine modifizierte Form hiervon mit einem Enhancer-Element, z.B. einen SV40-Enhan-
cer oder einem CMV-Enhancer-Element verknUpft ist.

[0085] Grundsatzlich kann die Expression der Gene innerhalb eines Expressionsvektors von einer oder meh-
reren Transkriptionseinheiten aus erfolgen. Als , Transkriptionseinheit" wird dabei eine Region definiert, die ein
oder mehr zu transkribierende Gene enthalt. Dabei sind die Gene innerhalb einer Transkriptionseinheit funkti-
onell derart miteinander verknUpft, dass alle Gene innerhalb einer solchen Einheit unter der transkriptionellen
Kontrolle desselben Promotors oder Promotors/Enhancers stehen. Als Resultat dieser transkriptionellen Ver-
knlpfung von Genen kann mehr als ein Protein oder Produkt von einer Transkriptionseinheit aus transkribiert
und somit exprimiert werden. Jede Transkriptionseinheit enthalt dabei die regulatorischen Elemente, die fiir die
Transkription und die Translation der in ihr enthaltenen Gensequenzen erforderlich sind. Jede Transkriptions-
einheit kann dabei die gleichen oder verschiedene regulatorische Elemente enthalten. Fir die funktionelle Ver-
knlpfung der Gene innerhalb einer Transkriptionseinheit kdnnen IRES-Elemente oder Introns verwendet wer-
den.

[0086] Der Expressionsvektor kann eine einzige Transkriptionseinheit zur Expression des Gens von Interes-
se, des Gens fir das Fluoreszenzprotein und des amplifzierbaren Selektionsmarker enthalten. Alternativ kdn-
nen diese Gene auch in zwei oder mehr Transkriptionseinheiten angeordnet sein. Dabei sind verschiedene
Kombinationen der Gene innerhalb einer Transkriptionseinheit moglich. In einer weiteren Ausfihrungsform der
vorliegenden Erfindung kann mehr als ein Expressionsvektor, bestehend aus ein, zwei oder mehr Transkripti-
onseinheiten, in eine Wirtszelle durch Co-Transfektion oder in aufeinanderfolgenden Transfektionen in belie-
biger Reihenfolge eingeflihrt werden. Jede Kombination von regulatorischen Elementen und Genen auf jedem
Vektor kann gewahlt werden, so lange eine ausreichende Expression der Transkriptionseinheiten gewahrleis-
tet ist. Falls erforderlich kbnnen weitere regulatorische Elemente und Gene, wie z.B. zusatzliche Gene von In-
teresse oder Selektionsmarker, auf den Expressionsvektoren positioniert werden.

[0087] Demnach kann der erfindungsgemafie Expressionsvektor das Gen, das fir ein fluoreszierendes Pro-
tein kodiert, und das amplifizierbare Selektionsmarkergen in einer oder in zwei separaten Transkriptionseinhei-
ten enthalten. Jede Transkriptionseinheit kann ein oder mehrere Genprodukte transkribieren und exprimieren.
Wenn beide Gene in einer Transkriptionseinheit enthalten sind, stehen sie unter der Kontrolle desselben Pro-
motors oder Promotors/Enhancers, wobei vorzugsweise ein IRES-Element verwendet wird, um die funktionelle
Verknlpfung aller Komponenten zu gewahrleisten. Wenn das Gen, das fir ein fluoreszierendes Protein kodiert,
und das amplifizierbare Selektionsmarkergen in zwei separaten Transkriptionseinheiten enthalten sind, kdn-
nen sie unter der Kontrolle desselben oder verschiedener Promotoren/Enhancer stehen. Vorzugsweise ver-
wendet man jedoch fiir das Selektionsmarkergen seinen nattrlichen oder einen schwacheren heterologen Pro-
motor, z.B. den SV40 early Promotor, und setzt vorzugsweise auch keinen Enhancer ein. Expressionsvektoren
mit zwei separaten Transkriptionseinheiten sind im Rahmen der Erfindung bevorzugt. Hierbei enthalt die eine
(bicistronische} Transkriptionseinheit das Gen von Interesse und das fiir ein fluoreszierendes Protein kodieren-
de Gen, wahrend die andere Transkriptionseinheit das amplifizierbare Selektionsmarkergen enthalt. Vorzugs-
weise ist jede Transkriptionseinheit am 3'-Ende durch eine Sequenz begrenzt, die fir ein polyA-Signal, vor-
zugsweise tk polyA, BGH polyA oder SV40 polyA kodiert.

[0088] Erfindungsgemal sind auch solche Vektoren, die anstelle des Gens von Interesse lediglich eine mul-
tiple Klonierungsstelle aufweisen, die die Klonierung des Gens von Interesse tber Erkennungssequenzen fur
Restriktionsendonukleasen ermoglicht. Im Stand der Technik sind zahlreiche Erkennungssequenzen fir die
verschiedensten Restriktionsendonukleasen, sowie die hierzu gehdrigen Restriktionsendonukleasen bekannt.
Bevorzugt werden Sequenzen verwendet, die aus zumindest 6 Nukleotiden als Erkennungssequenz bestehen.
Eine Auflistung geeigneter Erkennungssequenzen finden sich beispielsweise in Sambrook et al. (1989).

Wirtszellen
[0089] Zur Transfektion mit dem erfindungsgemalfien Expressionsvektor werden eukaryontische Wirtzellen

verwendet, vorzugsweise Saugerzellen und insbesondere Nagerzellen wie z.B. Mause-, Ratten- und Hams-
ter-Zelllinien. Die erfolgreiche Transfektion der entsprechender Zellen mit einem erfindungsgemafen Expres-
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sionsvektor resultiert in transformierten, genetisch modifizierten, rekombinanten oder transgenen Zellen, die
ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind.

[0090] Im Rahmen der Erfindung bevorzugte Wirtszellen sind Hamsterzellen wie z.B. BHK21, BHK TK, CHO
CHO-K1, CHO-DUKX, CHO-DUKX B1 und CHO-DG44 Zellen oder Derivate/Abkémmlinge dieser Zelllinien.
Besonders bevorzugt sind CHO-DG44, CHO-DUKX, CHO-K1 und BHK21 Zellen, insbesondere CHO-DG44
und CHO-DUKX Zellen. Ebenfalls geeignet sind Myelomzellen der Maus, vorzugsweise NSO und Sp2/0 Zellen
sowie Derivate/Abkémmlinge dieser Zelllinien.

[0091] Beispiele fur Hamster- und Mausezellen, die erfindungsgemaf angewandt werden kénnen, sind in der
folgenden Tabelle 2 angegeben. Aber auch Derivate und Abkémmlinge dieser Zellen, andere Saugerzellen,
einschliellich aber nicht beschrankt auf Zelllinien von Mensch, Maus, Ratte, Affen, Nagetieren, oder eukary-
ontische Zellen, einschlieflich aber nicht beschrankt auf Hefe-, Insekten- und Pflanzenzellen, kénnen ebenfalls
als Wirtszellen zur Produktion von biopharmazeutischen Proteinen verwendet werden.

Tabelle 2: Hamster- and Mause-Produktionszelllinien

Zelllinie Hinterlegungsnummer
NSO ECACC No. 85110503
Sp2/0-Ag14 ATCC CRL-1581
BHK21 ATCC CCL-10

BHK TK" ECACC No. 85011423
HaK ATCC CCL-15

2254-62.2 (BHK-21-Derivat)

ATCC CRL-8544

CHO

ECACC No. 8505302

CHO-K1 ATCC CCL-61

CHO-DUKX ATCC CRL-9096

(= CHO duk’, CHO/dhfr’)

CHO-DUKX B1 ATCC CRL-9010

CHO-DG44 Urlaub et al., Cell 33[2], 405-412, 1983
CHO Pro-5 ATCC CRL-1781

V79 ATCC CCC-93

B14AF28-G3 ATCC CCL-14

CHL ECACC No. 87111906

[0092] Die Transfektion der eukaryontischen Wirtszellen mit einem Polynukleotid oder einem der erfindungs-
gemaBen Expressionsvektor erfolgt nach iiblichen Methoden (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1994).
Geeignete Transfektionsmethoden sind z.B. die Liposomen-vermittelte Transfektion, Calciumphosphat-Copra-
zipitation, Elektroporation, Polykationen (z.B. DEAE-Dextran)-vermittelte Transfektion, Protoplastenfusion, Mi-
kroinjektion und virale Infektionen. Erfindungsgemaf wird vorzugsweise eine stabile Transfektion durchge-
fuhrt, wobei die Konstrukte entweder in das Genom der Wirtszelle oder ein artifizielles Chromosom/Minichro-
mosorm integriert werden oder in stabiler Weise episomal in der Wirtszelle enthalten sind. Die Transfektions-
methode, die die optimale Transfektionsfrequenz und Expression des heterologen Gens in der jeweiligen
Wirtszelle ermdglicht, ist dabei bevorzugt. Per Definition wird jede Sequenz oder jedes Gen, das in eine Wirts-
zelle eingebracht wird, in Bezug auf die Wirtszelle als ,heterologe Sequenz" oder ,heterologes Gen" bezeich-
net. Selbst dann, wenn die einzubringende Sequenz oder das einzubringende Gen identisch zu einer endoge-
nen Sequenz oder einem endogenen Gen der Wirtszelle ist. Beispielsweise ist ein Hamster-Aktingen, das in
eine Hamster-Wirtszelle eingebracht wird, per Definition ein heterologes Gen.

[0093] Bei der rekombinanten Herstellung heterodimerer Proteine, wie z.B. monoklonaler Antikdrper (mAKk),
kann die Transfektion geeigneter Wirtszellen prinzipiell auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen. Derartige
mAKk sind aus mehreren Untereinheiten, den schweren und leichten Ketten, aufgebaut. Fir diese Untereinhei-
ten kodierende Gene kdnnen in unabhangigen oder in multicistronischen Transkriptionseinheiten auf einem
einzigen Plasmid untergebracht werden, mit dem dann die Wirtszelle transfiziert wird. Dies soll die stéchiome-
trische Reprasentanz der Gene nach Integration in das Genom der Wirtszelle sichern. Allerdings muss hierbei
im Falle unabhangiger Transkriptionseinheiten sichergestellt werden, dass die mRNAs, die fiir die verschiede-
nen Proteine kodieren, die gleiche Stabilitat, Transkriptions- und Translationseffizienz aufweisen. Im zweiten
Fall erfolgt die Expression der Gene innerhalb einer multicistronischen Transkriptionseinheit durch einen ein-
zigen Promotor und es entsteht nur ein Transkript. Durch Verwendung von IRES-Elementen wird eine recht
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effiziente interne Translationsinitiation der Gene in dem zweiten und den nachfolgenden Cistrons ermdglicht.
Dennoch sind die Expressionsraten fiir diese Cistrons geringer als die des ersten Cistrons, dessen Translati-
onsinitiation Uber einen sogenannten ,cap"-abhangigen Pra-Initiationskomplex wesentlich effizienter ist als die
IRES-abhangige Translationsinitiation. Um eine tatsachlich quimolare Expression der Cistrons zu erreichen,
kénnen beispielsweise noch zusatzliche intercistronische Elemente eingeflihrt werden, die im Zusammenwir-
ken mit den IRES-Elementen fir einheitliche Expressionsraten sorgen (WO 94/05785).

[0094] Eine andere und erfindungsgemaf bevorzugte Mdglichkeit der simultanen Herstellung mehrerer hete-
rologer Proteine ist die Co-Transfektion, bei der die Gene getrennt in verschiedene Expressionsvektoren inte-
griert werden. Dies hat den Vorteil, dass bestimmte Verhaltnisse der Gene und Genprodukte zueinander ein-
gestellt werden kénnen, wodurch Unterschiede in der mMRNA-Stabilitat sowie in der Transkriptions- und Trans-
lationseffizienz ausgeglichen werden kdnnen. Auflierdem sind die Expressionsvektoren wegen ihrer geringeren
Grole stabiler und sowohl bei der Klonierung als auch bei der Transfektion einfacher handhabbar.

[0095] In einer besonderen Ausfiihrungsform der Erfindung werden daher die Wirtszellen zusatzlich mit ei-
nem oder mehreren Vektoren mit Genen, die fur ein oder mehrere andere Proteine von Interesse kodieren,
transfiziert, bevorzugt co-transfiziert. Der oder die zur Co-Transfektion verwendeten weiteren Vektoren kodie-
ren z.B. flr das oder die anderen Proteine von Interesse unter der Kontrolle der gleichen Promotor/Enhan-
cer-Kombination sowie flir zumindest einen weiteren Selektionsmarker, beispielsweise Neomycin-Phospho-
transferase.

[0096] Erfindungsgemal werden die Wirtszellen vorzugsweise unter serumfreien Bedingungen etabliert, ad-
aptiert und kultiviert, gegebenenfalls in Medien, die frei von tierischen Proteinen/Peptiden sind. Beispiele fur
im Handel erhaltliche Medien sind Ham's F12 (Sigma, Deisenhofen, DE), RPMI-1640 (Sigma), Dulbecco's Mo-
dified Eagle's Medium (DMEM; Sigma), Minimal Essential Medium (MEM; Sigma), Iscove's Modified Dulbec-
co's Medium (IMDM; Sigma), CD-CHO (Invitrogen, Carlsbad, Ca., USA), CHO-S-SFMII (Invitrogen), serum-
freies CHO-Medium (Sigma) und proteinfreies CHO-Medium (Sigma). Jedes dieser Medien kann gegebenen-
falls mit verschiedenen Verbindungen erganzt werden, z.B. Hormonen und/oder anderen Wachstumsfaktoren
(z.B. Insulin, Transferrin, epidermalem Wachstumsfaktor, Insulin-ahnlichem Wachstumsfaktor), Salzen (z.B.
Natriumchlorid, Calcium, Magnesium, Phosphat), Puffern (z.B. HEPES), Nukleosiden (z.B. Adenosin, Thymi-
din), Glutamin, Glukose oder anderen aquivalenten Nahrstoffen, Antibiotika und/oder Spurenelementen. Ob-
wohl erfindungsgemal serumfreie Medien bevorzugt sind, kdnnen zur Zichtung der Wirtszellen auch Medien
verwendet werden, die mit einer geeigneten Menge an Serum versetzt wurden. Zur Selektion von genetisch
modifizierten Zellen, die ein oder mehrere Selektionsmarkergene exprimieren, wird dem Medium ein oder meh-
rere geeignete Selektionsmittel zugefugt.

[0097] Als ,Selektionsmittel" wird eine Substanz bezeichnet, die das Wachstum oder das Uberleben von
Wirtszellen mit einer Defizienz fir das jeweilige Selektionsmarkergen beeintrachtigt. Beispielsweise wird zur
Selektion auf die Anwesenheit eines exprimierten Antibiotikaresistenzgens wie z.B. der Neomycin-Phospho-
transferase das Antibiotikum Geneticin (G418) als Mediumzusatz verwendet. Das Selektionsmittel kann auch
ein Stoff sein, der eine Amplifikation des Selektionsmarkergens auslést, wenn es sich beim dem verwendeten
Gen um einen amplifizierbaren Selektionsmarker handelt (siehe Tabelle 1). Methotrexat ist z.B. ein Selektions-
mittel, das sich zur Amplifikation des DHFR-Gens eignet. Beispiele flir andere amplifikationsauslésende Se-
lektionsmittel sind in der Tabelle 1 aufgefihrt.

[0098] Ein ,Selektionsmarkergen"ist ein Gen, das die spezifische Selektion von Zellen, die dieses Gen erhal-
ten, durch Zugabe eines entsprechenden Selektionsmittels in das Kultivierungsmedium ermdglicht. Zur Ver-
deutlichung, ein Antibiotika-Resistenzgen kann als positiver Selektionsmarker verwendet werden. Nur Zellen,
die mit diesem Gen transformiert wurden, kdnnen in der Gegenwart des entsprechenden Antibiotikums wach-
sen und somit selektioniert werden. Nichttransfomierte Zellen hingegen kénnen unter diesen Selektionsbedin-
gungen nicht wachsen oder Uberleben. Es gibt positive, negative und bifunktionale Selektionsmarker. Positive
Selektionsmarker ermdglichen die Selektion und damit Anreicherung von transformierten Zellen durch Vermitt-
lung einer Resistenz gegenuber dem Selektionsmittel oder durch Kompensierung eines metabolischen oder
katabolischen Defekts der Wirtszelle. Im Gegensatz dazu kénnen durch negative Selektionsmarker Zellen, die
das Gen fur den Selektionsmarker erhalten haben, selektiv eliminiert werden. Ein Beispiel hierfur ist das Thy-
midinkinasegen des Herpes simplex Virus, dessen Expression in Zellen bei gleichzeitiger Gabe von Acyclovir
oder Gancyclovir zu deren Elimination fiihrt. Die in dieser Erfindung vewendeten Selektionsmarker, einschlief3-
lich der amplifzierbaren Selektionsmarker, schliet gentechnologisch veranderte Mutanten und Varianten,
Fragmente, funktionelle Aquivalente, Derivate, Homologe und Fusionen mit anderen Proteinen oder Peptiden
ein, solange der Selektionsmarker seine selektiven Eigenschaften beibehélt. Solche Derivate weisen eine be-
trachtliche Homologie in der Aminosauresequenz in den Bereichen oder Doméanen auf, denen die selektive Ei-
genschaft zugeschrieben wird. In der Literatur sind eine Vielzahl von Selektionsmarkergenen, einschlielich
bifunktionaler (positiv/negativ) Marker, beschrieben (siehe z.B. WO 92/08796 und WO 94/28143). Beispiele fur
Selektionsmarker, die flir gewdhnlich in eukaryontischen Zellen verwendet werden, beinhalten die Gene fur
Aminoglykosid-Phosphotransferase (APH), Hygromycin-Phosphotransferase (HYG), Dihydrofolat-Reduktase

17/36



DE 102 56 083 A1 2004.08.12

(DHFR), Thymidinkinase (TK), Glutamin-Synthetase, Asparagin-Synthetase und Gene, die Resistenz gegen-
Uber Neomycin (G418), Puromycin, Histidinol D, Bleomycin, Phleomycin und Zeocin vermitteln.

[0099] Eine Selektion von transformierten Zellen ist auch durch fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS)
moglich. Hierzu werden beispielsweise bakterielle -Galaktosidase, Zelloberflachenmarker oder fluoreszieren-
de Proteine (z.B. griines fluoreszierendes Protein (GFP) und dessen Varianten von Aequorea victoria und Re-
nilla reniformis oder anderer Spezies, rote fluoreszierende Protein und in anderen Farben fluoreszierende Pro-
teine und deren Varianten von nicht-biolumineszierenden Organismen wie z.B. Discosoma sp., Anemonia sp.,
Clavularia sp., Zoanthus sp.) zur Selektion von transformierten Zellen eingesetzt.

[0100] In der vorliegenden Erfindung wird fiir die Selektion von genetisch modifizierten (rekombinanten)
Wirtszellen als amplifizierbares Selektionsmarkergen der Einsatz des DHFR-Gens bevorzugt. Dieser Marker
ist bei der Verwendung von DHFR-negativen Grundzellen wie CHO-DG44 oder CHO-DUKX besonders gut zur
Selektion und nachfolgenden Amplifikation geeignet, da diese Zellen kein endogenes DHFR exprimieren und
somit nicht in Purin-freiem Medium wachsen. Deshalb kann hier das DHFR-Gen als dominanter Selektions-
marker eingesetzt werden und die transformierten Zellen werden in Hypoxanthin/Thymidin freiem Medium se-
lektioniert Zur Erzielung einer DHFR-vermittelten Genamplifikation wird Methotrexat (MTX) eingesetzt. Die
Wachstumseigenschaften werden mafigeblich durch die Zugabe von MTX beeinflusst. Hierbei ist tblicherwei-
se eine wesentliche Verschlechterung der Fermentationsrobustheit der Zellen mit zunehmender MTX-Konzen-
tration und Amplifikationsstufe zu beobachten. Uberraschenderweise wurde jedoch gefunden, dass (iber das
erfindungsgemafe Klonselektionssystem rekombinante Wirtszellen angereichert werden kénnen, die ein er-
heblich robusteres Verhalten gegenuber hohen MTX-Konzentrationen zeigen (siehe Abb. 7). So konnten
Wirtszellen, die mit Hilfe eines Fluoreszenz-aktivierten Zellsortiergerats (FACS) identifiziert und aussortiert
wurden, in Gegenwart von 500 nM, vorzugsweise in Gegenwart von 1 yM MTX, kultiviert und amplifiziert wer-
den, was zu einer deutlichen Steigerung der Produktivitat fihrte. Somit gilt ein Verfahren zur Selektion von
hochproduzierenden Wirtszellen als besonders erfindungsgemaf, bei dem Wirtszellen, die mit einem erfin-
dungsgemalen Expressionsvektor transfiziert werden und zumindest das Gen von Interesse, das fluoreszie-
rende Protein und ein DHFR-Gen exprimieren, Uber FACS-Sortierung aussortiert werden, und zumindest ei-
nem Genamplifikationsschritt in Gegenwart von zumindest 500 nM, vorzugsweise 1 yM MTX unterzogen wer-
den.

[0101] Unter ,Fermentationsrobustheit" versteht man hierbei Wachstumseigenschaften der Zellen wie z.B.
das Einhalten bestimmter Wachstumsraten, Robustheit gegentber ,Upscaling" (gréRere Dimensionierung der
Bioreaktoren) und Erreichen hoher Zellzahlen und Vitalitaten in der Stammhaltung, um den industriellen Pas-
sagierungsraten beim ,Upscaling" gerecht zu werden.

Expression

[0102] Der Ausdruck ,Expression" bezieht sich auf die Transkription und/oder Translation einer heterologen
Gensequenz in einer Wirtszelle. Die Expressionsrate kann hierbei allgemein bestimmt werden, entweder auf
Basis der Menge der entsprechenden mRNA, die in der Wirtszelle vorhanden ist, oder auf Basis der produzier-
ten Menge an Genprodukt, das von dem Gen von Interesse kodiert wird. Die Menge der durch Transkription
einer ausgewahlten Nukleotidsequenz erzeugten mRNA kann beispielsweise durch Northern Blot Hybridisie-
rung, Ribonuklease-RNA-Protektion. In situ Hybridisierung von zellularer RNA oder durch PCR-Methoden be-
stimmt werden (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1994). Proteine, die von einer ausgewahlten Nukleotid-
sequenz kodiert werden, kénnen ebenfalls durch verschiedene Methoden, wie z.B. durch ELISA, Western Blot,
Radioimmunassay, Immunprazipitation, Nachweis der biologischen Aktivitat des Proteins oder durch Immun-
farbung des Proteins mit nachfolgender FACS-Analyse, bestimmt werden (Sambrook et al., 1989; Ausubel et
al., 1994).

[0103] Mit ,hohem Expressionslevel (-rate)", ,hoher Expression", ,verstarkter Expression" oder ,hoher Pro-
duktivitat" wird die anhaltende und ausreichend hohe Expression oder Synthese einer in eine Wirtszelle einge-
brachten heterologen Sequenz, beispielsweise eines fir ein therapeutisches Protein kodierenden Gens, be-
zeichnet. Eine verstarkte oder hohe Expression bzw. eine) hoher) Expressionslevel (-rate) oder eine hohe Pro-
duktivitat liegt vor, wenn eine erfindungsgemafe Zelle nach einem hier beschriebenen erfindungsgemalien
Verfahren kultiviert wird, und wenn diese Zelle zumindest mehr als ungefahr 5 pg des gewilinschten Genpro-
dukts pro Tag produziert (5 pg/Tag/Zelle). Eine verstarkte oder hohe Expression bzw. eine) hoher) Expressi-
onslevel (-rate) oder eine hohe Produktivitat liegt auch dann vor, wenn die erfindungsgemafe Zelle zumindest
mehr als ungefahr 10 pg des gewiinschten Genprodukts pro Tag produziert (10 pg/Tag/Zelle). Eine verstarkte
oder hohe Expression bzw. eine) hoher) Expressionslevel (-rate) oder eine hohe Produktivitat liegt insbeson-
dere auch vor, wenn die erfindungsgemafe Zelle zumindest mehr als ungefahr 15 pg des gewlinschten Gen-
produkts pro Tag produziert (15 pg/Tag/Zelle). Eine verstarkte oder hohe Expression bzw. eine) hoher) Expres-
sionslevel (-rate) oder eine hohe Produktivitat liegt insbesondere dann vor, wenn die erfindungsgemafie Zelle
zumindest mehr als ungefahr 20 pg des gewtinschten Genprodukts pro Tag produziert (20 pg/Tag/Zelle). Eine
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besondes verstarkte oder hohe Expression bzw. eine) besonders hoher) Expressionslevel (rate) oder eine be-

sonders hohe Produktivitat liegt dann vor, wenn die erfindungsgemalie Zelle zumindest mehr als ungefahr 30

pg des gewlinschten Genprodukts pro Tag produziert (30 pg/Tag/Zelle).

[0104] Eine hohe oder verstarkte Expression, eine hohe Produktivitdt oder ein(e) hohe(r) Expressionslevel

(-rate) im Sinne der vorliegenden Erfindung kann auf verschiedene Weisen erzielt werden. Beispielsweise kon-

nen durch die Co-Expression des Gens von Interesse mit einem Gen fur einen amplifizierbaren Selektionsmar-

ker Zellen selektioniert und identifiziert werden, die das heterologe Gen in hohem Male exprimieren. Der am-
plifzierbare Selektionsmarker ermoglicht dabei nicht nur die Selektion von stabil transfizierten Wirtszellen son-
dern auch die Genamplifikation des heterologen Gens von Interesse. Die Integration der zuséatzlichen Kopien
der Nukleinsauren kann dabei in das Genom der Wirtszellen, in zusatzliche artifizielle/Mini-Chromosomen oder
in episomal lokalisierte Polynukleotide erfolgen. Diese Vorgehensweise kann mit einer durch FACS gestutzten

Selektion von rekombinanten Wirtszellen, die als weiteren Selektionsmarker beispielsweise ein (oder mehrere)

Fluoreszenzprotein(e) (z.B. GFP) oder einen Zelloberflachenmarker enthalten, kombiniert werden. Andere Me-

thoden zur Erzielung einer verstarkten Expression, wobei auch eine Kombination verschiedener Methoden

moglich ist, beruhen beispielsweise auf der Verwendung von (artifiziellen) Transkriptionsfaktoren, Behandlung
der Zellen mit naturlichen oder synthetischen Agentien zur Hochregulation endogener oder heterologer Ge-
nexpression, Verbesserung der Stabilitat (Halbwertszeit) der mRNA oder des Proteins, Verbesserung der
mRNA-Translationsinitiation, Erhéhung der Gendosis durch Verwendung von episomalen Plasmiden (basie-
rend auf der Verwendung von viralen Sequenzen als Replikationsursprung, z.B. von SV40, Polyoma, Adeno-
virus, EBV oder BPV), Einsatz von amplifikationsférdernden Sequenzen (Hemann et al., 1994) oder auf

DNA-Konkatemeren basierenden in vitro Amplifikationssystemen (Monaco et al., 1996).

[0105] Erfindungsgemal ist eine gekoppelte Transkription des Gens von Interesse und des Gens, das fur das

fluoreszierende Protein kodiert. Von der resultierenden bicistronischen mRNA werden sowohl das Protein von

Interesse als auch das fluoreszierende Protein exprimiert. Aufgrund dieser Kopplung der Expression des Pro-

teins von Interesse und des fluoreszierenden Proteins ist es erfindungsgemal leicht méglich, hochproduzie-

rende rekombinante Wirtszellen Gber das exprimierte fluoreszierende Protein zu selektionieren und zu isolie-
ren, z.B. durch Sortieren mit Hilfe eines Fluoreszenz-aktivierten Zellsortiergerats (FACS).

[0106] Die Selektion von rekombinanten Wirtszeilen, die eine hohe Vitalitdt und erhdhte Expressionsrate des

gewinschten Genprodukts zeigen, ist ein mehrstufiger Prozess. Die mit dem erfindungsgemafen Expressi-

onsvektor transfizierten oder gegebenenfalls einem weiteren Vektor z.B. co-transfizierten Wirtszellen werden
zumindest auf die Expression des mit dem Gen von Interesse gekoppelten Gens, das fiir ein fluoreszierendes

Protein kodiert, untersucht, um die Zellen/Zellpopulation zu identifizieren und zu selektionieren, die die héchs-

ten Expressionsraten an fluoreszierendem Protein zeigen. Vorzugsweise werden nur die Zellen aussortiert und

weiter kultiviert, die zu den 10% Zellen mit der hdchsten Expressionsrate an fluoreszierendem Protein gehéren.

In der Praxis bedeutet dies, dass die hellsten 10% der fluoreszierenden Zellen heraussortiert und weiter kulti-

viert werden. Entsprechend kdnnen auch die hellsten 5%, vorzugsweise die hellsten 3%, oder auch nur die

hellsten 1 % der fluoreszierenden Zellen eines Zellgemisches heraussortiert und vermehrt werden. In einer be-
sonders bevorzugten Ausfiihrungsform werden lediglich die hellsten 0.5% bzw. die hellsten 0,1% der fluores-
zierenden Zellen heraussortiert und vermehrt.

[0107] Hierzu kultiviert man die zuvor mit dem erfindungsgemafen Expressionsvektor transformierten Zellen

in einem Selektionsmedium, das gegebenenfalls auch ein fur den amplifizierbaren Selektionsmarker spezifi-

sches Selektionsmittel enthalt. Dabei kénnen schrittweise erhéhte Konzentrationen an Selektionsmittel ver-
wendet werden, um einen stufenweise erhohten Selektionsdruck auszutben.

[0108] Der Selektionsschritt kann an Zellpools oder mit bereits vorsortierten Zellpools/ Zellklonen durchge-

fuhrt werden. Es kénnen ein oder mehrere, vorzugsweise zwei oder mehr und insbesondere drei oder mehr

Sortierungsschritte durchgefiihrt werden, wobei zwischen den einzelnen Sortierungsschritten die Zellen tber

einen bestimmten Zeitraum, z.B. etwa zwei Wochen bei Pools, kultiviert und vermehrt werden.

[0109] Gegebenenfalls kann man die Wirtszellen einem oder mehreren Genamplifikationsschritten unterzie-

hen, um die Kopienzahl zumindest des Gens von Interesse und des amplifizierbaren selektionierbaren Mark-

gens zu erhdhen. Verfahren zur stufenweise Genamplifikation mit Hilfe von Methotrexat sind beispielhaft in US

5,179,017 beschrieben. Erfindungsgemal ist die erzielbare hohe Produktivitat nicht an eine erhdhte Anzahl

von Genkopien gebunden. Sie ist vielmehr Ausdruck einer erhdhten Stabilitdt und Fermentationsrobustheit der

Hochleistungsklone. Es ist daher mdglich, die Anzahl der erforderlichen Genamplifikationsschritte zu reduzie-

ren und z.B. nur eine einzige Genamplifikation durchzufihren.

[0110] Demnach ist ein Verfahren zur Selektion von Zellen erfindungsgemaf3, das folgende Schritte enthalt:
i) Transformation geeigneter Wirtszellen zumindest mit einem der erfindungsgemaflen Vektoren, wobei die
DNA der Expressionsvektoren vorzugsweise stabil in das Wirtszellgenom oder in artifizielle Chromoso-
men/Minichromosomen eingebaut wird;

i) die transformierten Zellen unter Bedingungen kultiviert werden, die eine Expression des Gens von Inte-
resse und des fluoreszierenden Proteins erlauben;
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iii) die Zellen in Anwesenheit zumindest eines Selektionsmittels kultiviert werden, sodass nur solche Zellen
vermehrt werden, die in Gegenwart des besagten Selektionsmittel wachsen kénnen;

iv) das Aussortieren von Zellen aus einem Zellgemisch, die die hochste Expressionsrate an fluoreszieren-
dem Protein zeigen, wobei die Zellen mit Hilfe eines Fluoreszenz-aktivierten Zellsortiergerats (FACS) de-
tektiert und sortiert werden;

v) die Kultivierung der aussortierten Zellen mit den hdchsten Expressionsraten fir das fluoreszierende Pro-
tein.

[0111] Optional kdnnen die Schritte ii) — v) mit den nach Schritt v) gewonnenen Zellen einfach oder mehrfach
wiederholt werden. Ferner kdnnen die transformierten Zellen optional auch zusatzlich einem oder mehreren
Genamplifikationsschritten unterzogen werden, in dem sie in Gegenwart eines Selektionsmittels kultiviert wer-
den, dass zu einer Amplifikation des amplifizierbaren selektierbaren Markergens fiihrt. Dieser Schritt kann so-
wohl mit noch nicht sortierten Zellen als auch mit bereits einfach oder mehrfach vorsortierten Zellen erfolgen.
[0112] Weiterhin erfindungsgemaR ist ein Verfahren, bei dem entsprechend aussortierte Zellen vermehrt wer-
den und zur Herstellung des kodierenden Genprodukt von Interesse verwendet wird. Hierzu werden die selek-
tionierten hoch-produzierenden Zellen vorzugsweise in einem serumfreien Kulturmedium und vorzugsweise in
Suspensionskultur unter Bedingungen geziichtet, die eine Expression des Gens von Interesse erlauben. Das
Protein von Interesse wird dabei vorzugsweise als sekretiertes Genprodukt aus dem Zellkulturmedium gewon-
nen. Bei Expression des Proteins ohne Sekretionssignal kann das Genprodukt aber auch aus Zelllysaten iso-
liert werden. Um ein reines, homogenes Produkt zu erhalten, das im Wesentlichen frei ist von anderen rekom-
binanten Proteinen und Wirtszellproteinen, werden Ubliche Reinigungsschritte durchgefiihrt. Hierzu entfernt
man haufig zunachst Zellen und Zelltrimmer aus dem Kulturmedium oder Lysat. Das gewlinschte Genprodukt
kann dann von kontaminierenden l6slichen Proteinen, Polypeptiden und Nukleinsauren befreit werden, z.B.
durch Fraktionierung an Immunaffinitats- und lonenaustauschsaulen, Ethanolféllung, Umkehrphasen-HPLC
oder Chromatographie an Sephadex, Silica oder Kationenaustauscherharzen wie DEAE. Methoden, die zur
Aufreinigung eines von rekombinanten Wirtszellen exprimierten heterologen Proteins flhren, sind dem Fach-
mann bekannt und sind in der Literatur beschrieben, z.B. bei Harris et al. (1995) und Scopes (1988).

[0113] Im folgenden wird die Erfindung anhand nicht-beschrankender Ausfihrungsbeispiele naher erlautert.

BEISPIELE Abkirzungen

AP: alkalische Phosphatase

sbp: Basenpaar

CHO: Chinese hamster ovary

DHFR: Dihydrofalat-Reduktase

ELISA: enzyme-linked immunosorbant assay
FACS: fluorescence-activated ceil sorter
FAP: Fibroblasten-aktiviertes Protein

GFP: grunes fluoreszierendes Protein
HBSS: Hanks Balanced Salt Solution

HT: Hypoxanthini/Thymidin

HRPO: horseradish peroxidase

IRES: internal ribosomal entry site

kb: Kilobase

mAk: monoklonaler Antikérper

MTX: Methotrexat

PCR: polymerase chain reaction

sICAM: soluble intracellular adhesion molecule

Methoden
1. Zellkultur und Transfektion

[0114] Die Zellen CHO-DG44/DHFR-/- (Urlaub et al., 1983) wurden permanent als Suspensionzellen in se-
rum-freiem und mit Hypoxanthin und Thymidin supplementiertem CHO-S-SFMIlI Medium (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, DE) in Zellkulturflaschen bei 37°C in feuchter Atmosphére und 5% CO, kultiviert. Die Zellzahlen so-
wie die Viabilitat wurden mit einem CASY1 Cell Counter (Schaerfe System, DE) oder durch Trypanblau-Far-
bung bestimmt und die Zellen dann in einer Konzentration von 1 — 3 x 10%/mL eingesét und alle 2 — 3 Tage
passagiert.

[0115] Zur Transfektion von CHO-DG44 wurde Lipofectamine Plus Reagenz (Invitrogen GmbH) eingesetzt.
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Pro Transfektionsansatz wurden dabei insgesamt 1 pg Plasmid-DNA, 4 L Lipofectamine und 6 yL Plus-Rea-
genz nach den Angaben des Herstellers gemischt und in einem Volumen von 200 pL zu 6 x 10° exponentiell
wachsenden CHO-DG44 Zellen in 0,8 mL NT-supplementiertem CHO-S-SFMII Medium gegeben. Nach drei-
stlindiger Inkubation bei 37°C in einem Zellinkubator erfolgte eine Zugabe von 2 mL HT-supplementiertem
CHO-S-SFMII Medium. Zur DHFR-basierten Selektion von stabil transfizierten CHO-DG44 wurden die Zellen
2 Tage nach Transfektion in CHO-S-SFMII Medium ohne Hypoxanthin- und Thymidinzusatz transferiert, wobei
das Medium alle 3 bis 4 Tage gewechselt wurde. Bei einer DHFR- und Neomycin-Phosphotransferase-basier-
ten Selektion im Falle einer Co-Transfektion, in der der eine Expressionsvektor einen DHFR- und der andere
Expressionsvektor einen Neomycin-Phosphotransferase-Selektionsmarker enthielt, wurde dem Medium au-
Rerdem noch G418 (Invitrogen) in eines Konzentration von 400ug/mL zugesetzt.

[0116] Eine DHFR-basierte Genamplifikation der integrierten heterologen Gene wurde durch Zugabe des Se-
lektionsmittels MTX (Sigma, Deisenhofen, DE) in einer Konzentration von 5 — 2000 nM zum HT-freien
CHO-S-SFMII Medium erreicht.

2. Expressionsvektoren

[0117] Zur Expressionsanalyse wurden eukaryontische Expressionsvektoren eingesetzt, die auf dem
pAD-CMV Vektor (Werner et al., 1998) basieren und die konstitutive Expression eines heterologen Gens tber
die Kombination CMV Enhancer/Hamster Ubiquitin/S27a Promotor (WO 97/15664) vermitteln. Wahrend der
Basisvektor pBID das DHFR-Minigen enthalt, das als amplifizierbarer Selektionsmarker dient (siehe z.B. EP 0
393 438), ist im Vektor pBIN das DHFR-Minigen durch ein Neomycinresistenzgen ersetzt worden (Abb. 2).
Hierzu wurde der Selektionsmarker Neomycin-Phosphotransferase, inklusive SV40 early Promotor und
TK-Polyadenylierungssignal, aus dem kommerziellen Plasmid pBK-CMV (Stratagene, La Jolla, CA, USA) als
1640 by Bsu36I-Fragment isoliert. Nach einer Auffillreaktion der Fragmentenden durch Klenow-DNA-Polyme-
rase wurde das Fragment mit dem 3750 by Bsu36I/Stul-Fragment des Vektors pBID, das ebenfalls mit Kle-
now-DNA-Polymerase behandelt wurde, ligiert.

[0118] Im bicistronischen Basisvektor pBIDG (Abb. 2) wurde die IRES-GFP-Genregion aus dem Vektor
pIRES2-EGFP (Clontech, Palo Alto, CA, USA) isoliert und in einer Weise unter die Kontrolle des CMV Enhan-
cer/Promotors im Vektor pBID gebracht, dass die multiple Klonierungsstelle zwischen Promotorregion und
IRES-Element erhalten blieb. Dabei wurde wie folgt vorgegangen. In einer PCR-Mutagenese, wobei das Plas-
mid pIRES2-EGFP als Template diente, wurde zum einen die Hindlll-Schnittstelle AAGCTT innerhalb der
IRES-Sequenz durch den Einsatz mutagener Primer in die Sequenzabfolge ATGCTT umgewandelt und somit
entfernt. Zum anderen wurde mittels eines Primers mit Komplementaritat zum 5'Ende der IRES-Sequenz eine
Xbal-Schnittstelle und bzw. mit Komplementaritat zum 3'Ende der GFP-Sequenz eine Spel-Schnittstelle einge-
fuhrt. Das resultierende PCR-Fragment das die komplette IRES- und GFP-Sequenz umfasste, wurde mit Xbal
und Spel verdaut und in die singulare Xbal-Schnittstelle am 3'Ende der multiplen Klonierungsstelle des Vektors
pBID kloniert.

[0119] Das humane sICAM-Gen wurde als Hindlll/Sall Fragment aus pAD-sICAM (Werner et al., 1998) iso-
liert und in die entsprechenden Schnittstellen des Vektors pBIDG kloniert, wobei der Vektor pBIDG-sICAM re-
sultierte (Abb. 3).

[0120] Zur Expression des monoklonalen humanisierten F19 Antikdrpers wurde die schwere Kette als 1,5 kb
Nael/Hindlll-Fragment aus dem Plasmid pG1D105F19HC (NAGENESEQ: AAZ32786) isoliert und in den mit
EcoRI (mit Klenow-DNA-Polymerase aufgefiillt) und Hindlll-verdauten Vektor pBIDG kloniert, wobei der Vektor
pBIDG-F19HC resultierte (Abb. 3). Die leichte Kette hingegen wurde als 1,3 kb Hindlll/EcoRI-Fragment aus
dem Plasmid pKN100F19LC (NAGENESEQ: AAZ32784) isoliert und in die entsprechenden Schnittstellen des
Vektors pBIN kloniert, wodurch der Vektor pBIN-F19LC entstand (Abb. 3).

3. FACS

[0121] Die flowcytometrischen Analysen und Sorting wurden mit einem Coulter Epics Altra-Gerat durchge-
fuhrt. Das FACS ist mit einem Helium-Argon-Laser mit einer Anregungswellenlange von 488 nm ausgestattet.
Die Fluoreszenzintensitat wird bei einer dem Fluoreszenzprotein adaquaten Wellenlange aufgenommen und
mittels der angeschlossenen Software Coulter Expo32 prozessiert. Das Sorting wurde mit einer Rate von 8000
— 10000 Events/Sekunde duchgefiihrt. Die suspendierten Zellen wurden abzentrifugiert (5 min bei 180xg) und
in HBSS auf eine Zellkonzentration von 1 — 1,5 x 10’/mL eingestellt. AnschlieRend erfolgte ein Sorting der Zel-
len entsprechend ihres Fluoreszenzprotein-Signals. Die Zellen wurden in Réhrchen mit vorgelegtem Kultivie-
rungsmedium aufgenommen, abzentrifugiert und abhangig von der aussortierten Zellzahl in entsprechende
Kultivierungsgefale eingesat.
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4. ELISA

[0122] Die sICAM-Titer in Uberstanden von stabil transfizierten CHO-DG44 Zellen wurden mittels ELISA nach
Standardprotokollen quantifiziert (Ausubel et al., 1994. updated), wobei zwei im Haus entwickelte sICAM-spe-
zifische mAk verwendet wurden (z.B. in US 5,284,931 und US 5,475,091 beschrieben). Bei einem der beiden
Antikérper handelt es sich dabei um einen HRPO-konjugierten Antikérper. Als Standard wurde gereinigtes sl-
CAM-Protein eingesetzt.

[0123] Die Quantifizierung des F19 mAks in den Uberstéanden von stabil transfizierten CHO-DG44 Zellen er-
folgte mittels ELISA nach Standardprotokollen (Ausubel et al., 1994, updated), wobei zum einen ein Ziege an-
ti-Human IgG Fc-Fragment (Dianova, Hamburg, DE) und zum anderen ein AP-konjugierter Ziege anti Human
Kappa light chain Antikorper (Sigma) eingesetzt wurde. Als Standard diente gereinigter F19 Antikérper. Pro-
duktivitaten (pg/Zelle/Tag) wurden dabei mit der Formel pg/((Ct-Co) t / In (Ct-Co)) berechnet, wobei Co und Ct
die Zellzahl bei Aussaat bzw. Ernte und t die Kultivierungsdauer angibt.

Beispiel 1: Vergleich der CMV- und der Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotoraktivitat

[0124] Um die Aktivitat des Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotors mit der des haufig in eukaryontischen Expres-
sionsvektoren verwendeten CMV-Promotors zu vergleichen, wurden CHO-DG44 Zellen mit diversen rekombi-
nanten Vektoren transfiziert. Das heterologe Genprodukt, zum einen ein lysosomales Enzym, zum anderen ein
IgG1-Antikdérper, wurde dabei entweder unter der Kontrolle des CMV-Promotors oder unter der des Hams-
ter-Ubiquitin/S27a-Promotors exprimiert. Beide Promotoren waren dabei funktionell mit dem CMV-Enhancer
verknlpft. Als Terminationssignal flr das heterologe Gen wurde das BGH polyA verwendet. Die Expressions-
vektoren, die den CMV-Promotor beinhalteten, basierten dabei entweder auf einem modifizierten pcDNA3-
(,CMV™ Invitrogen) oder pBluescript-Vektor (,CMV?", Stratagene) und kodierten zuséatzlich fiir den amplifizier-
baren Selektionsmarker Dihydrofolat-Reduktase. Der Expressionsvektor mit dem Hamster-Promotor basiert
hingegen auf dem pAD-CVM Vektor (Werner et al., 1998). Zur Expression der schweren und leichten Kette des
Antikoérpers wirde eine Co-Transfektion mit einem zweiten Vektor durchgefihrt, der als Selektionsmarker ein
Neomycin-Resistenzgen enthielt. Der CMV-Enhancer kann aber auch durch den SV40-Enhancer ersetzt wer-
den.

[0125] Durch limitierte Verdinnung in 96Well-Platten wurden nach der Transfektion Zellklone in HT-freiem
Medium (im Falle der Co-Transfektion noch Zusatz von 400 pg/mL G418) selektioniert und isoliert. Zellklone
mit der héchsten Produktivitat hinsichtlich des rekombinanten Proteins wurden einer stufenweisen DHFR-ba-
sierten Genamplifikation durch schrittweise Erh6hung der Methotrexat-Konzentration von 5 nM tber 50 nM,
500 nM auf 2 uyM unterzogen, jeweils verbunden mit einer Verdinnungsklonierung. Auf jeder Amplifikations-
stufe wurden dabei ca. 20 bis 30 Klone mit der jeweils héchsten Produktivitat ausgewahit.

[0126] Generell erwies sich der Hamster-Promotor als leistungsstarker. Sowohl bei der Expression des lyso-
somalen Enzyms als auch bei der Expression des Antikdrpers wurden Produktivitdten bzw. Titer erzielt, die um
den Faktor 2 bis 5 hoéher lagen als bei den Zellen, in denen das heterologe Gen unter der Kontrolle des
CMV-Promotors exprimiert wurde. In Abb. 1 sind beispielhaft die relativen Titer und relativen spezifischen Pro-
duktivitaten der jeweils besten Zellklone auf der jeweiligen Amplifikationsstufe dargestellt, wobei die auf den
CMV-Promotor basierte Expression fir das jeweilige heterologe Gen als 1 gesetzt wurde (CMV" fiir das lyso-
somale Enzym, CMV? fiir den Antikorper).

Beispiel 2: Isolierung von hochexprimierenden sICAM-Zellen durch GFP-basiertes FACS-Sorting

[0127] Die lésliche Form des interzellularen Adhasionsmolekuls ICAM1, sICAM, ist ein mégliches Therapeu-
tikum bei Erkéaltungen, da es mit dem ICAM-Rezeptor um die Bindung von Rhinoviren kompetiert und auf diese
Weise deren Interaktion mit dem ICAM-Rezeptor, Voraussetzung fiir den Eintritt in die Zellen und die nachfol-
gende Infektion (Bella et al., 1999; Martin et al., 1990), reduzieren oder sogar verhindern kann.

[0128] sICAM wurde als Beispiel fir die Expression eines einzelkettigen Proteins (480 Aminosauren) in
CHO-Zellen gewahlt. Dazu wurden CHO-DG44 mit pBIDG-sICAM ftransfiziert (Abb. 3). Die zusatzliche Ex-
pression von GFP in pBIDG-sICAM transfizierten Zellen ermdglichte die Anwendung einer FACS-basierten Se-
lektionsstrategie. Das therapeutische Protein sICAM und GFP wurden dabei gemeinsam von einer bicistroni-
schen und das DHFR von einer separaten Transkriptionseinheit exprimiert. Zwei bis drei Wochen nach der ers-
ten Selektion in HT-freiem CHO-S-SFMII Medium wurden die 5% der Zellen mit der héchsten GFP-Fluores-
zenz heraussortiert. Nach ca. zweiwdchiger Kultivierung wurden wiederum die 5% Zellen mit der hdchsten
GFP-Fluoreszenz isoliert. Insgesamt wurde diese sequentielle Sortierung sechsmal durchgefiihrt. Dabei konn-
te eine gute Korrelation zwischen sICAM-Produktivitadt und GFP-Fluoreszenz gezeigt werden (Abb. 4). Allein
durch die FACS-gestutzte Selektion, ohne jeglichen MTX-Amplifikationsschritt, wurden so in kirzester Zeit
Zellpools mit hohen spezifischen Produktivitaten von bis zu 16 pg/Zelle/Tag isoliert (Abb. 5). Durch Kombina-
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tion der GFP-basierten Selektion mit einem einzigen nachfolgenden MTX-Amplifikationsschritt war sogar eine
Steigerung der Produktivitat auf Uber 30 pg/Zelle/Tag moglich (Abb. 6). Diese Produktivitaten wurden sowohl
bei einer Amplifikation eines Pools nach dem vierten Sorting mit 500 nM MTX als auch bei der Amplifikation
eines Pools nach dem sechsten Sorting mit 2 yM MTX erreicht. Im Gegensatz zu einer stufenweise Amplifika-
tion, bei der in der Regel mit sehr geringen MTX-Konzentrationen im Bereich von 5 — 20 nM MTX begonnen
wird, musste hier zur Erzielung eines Amplifikationseffekts eine von Anfang an hdhere MTX-Konzentration ein-
gesetzt werden. So resultierte aus der Zugabe von 5 oder 50 nM MTX zu Zellen aus dem vierten Sorting be-
ziehungsweise 500 nM zu Zellen aus dem sechsten Sorting keine signifikante Steigerung der Produktivitat
(Abb. 6). Offensichtlich war der in den Ausgangspools vorliegende Level an DHFR schon so hoch, dass nur
mit einer hohen MTX-Dosis eine komplette DHFR-Inhibierung erzielt werden konnte. Auflerdem Uberstanden
die vorsortierten Zellpools trotz der hohen initialen MTX-Dosis die Selektionsphase viel besser, d.h. es wurde
in kirzerer Zeit wieder eine Zellpopulation mit hoher Vitalitat erhalten als bei der konventionellen stufenweisen
Genamplifikationsstrategie (Abb. 7).

Beispiel 3: Isolierung von Zellen mit hoher Expression des mAks F19 durch GFP-basirtes FACS-Sorting

[0129] In einer Co-Transfektion wurden CHO-DG44 Zellen mit der Plasmidkombination pBIDG-F19HC und
pBIN-F19LC transfiziert (Abb. 3). Der exprimierte humanisierte Antikdrper F19 ist dabei gegen das Oberfla-
chenmolekil FAP gerichtet, das von reaktiven Stroma-Fibroblasten synthetisiert wird (siehe dazu auch Patent
EP 0 953 639). In den eingesetzten Vektorkonfigurationen werden die beiden Proteinketten des Antikdrpers
jeweils von einem eigenen Vektor, der zusatzlich noch fir einen DHFR- bzw. Neomycin-Phosphotransfera-
se-Selektionsmarker in einer separaten Transkriptionseinheit kodiert, exprimiert. Zusatzlich ist im Vektor
pBIDG-F19HC ein weiterer Selektionsmarker, das GFP, enthalten. Durch die transkriptionelle Verkniipfung der
Expression des GFPs und der schweren Kette mittels eines IRES-Elements konnten bei der Co-Transfektion
von CHO-DG44 mit den Vektoren pBIDG-F19HC/pBIN-F19LC in kurzer Zeit Zellen mit einer hohen Expression
des Antikorpers F19 allein dadurch isoliert werden, dass mittels sequentiellem FACS-Sorting die Zellen mit ei-
nem hohen GFP-Gehalt selektioniert wurden. Hierzu wurden nach einer ersten zwei- bis dreiwéchigen Selek-
tion der transfizierten Zellpools in HT-freiem CHO-S-SFMII Medium mit Zusatz von 400 pg/mL G418 die 5%
der Zellen mit der héchsten GFP-Fluoreszenz durch FACS heraussortiert. Dieses Sorting wurde insgesamt bis
zu sechsmal durchgefihrt, wobei zwischen jedem Sorting eine Kultivierungsperiode von ca. 2 Wochen lag. Er-
staunlicherweise konnte dabei eine gute Korrelation zwischen F19-Produktivitat und GFP-Fluoreszenz gezeigt
werden (Abb. 8), obwohl beide Proteinketten jeweils von einem eigenen Vektor aus exprimiert wurden und
beim GFP-basierten FACS-Sorting zudem auch nur auf die Expression der schweren Kette, bedingt durch de-
ren transkriptionelle Kopplung mit GFP, selektioniert werden konnte. Die Produktivitdten konnten auf bis zu 10
pg/Zelle/Tag gesteigert (Abb. 9) und durch einen einzigen nachfolgenden MTX-Amplifikationsschritt, ausge-
hend von dem Zellpool aus dem flinften Sorting, durch Zugabe von 1000 nM MTX zum Selektionsmedium noch
auf durchschnittlich 37 pg/Zelle/Tag erhéht werden. Vergleichbare Daten konnten auch bei einer funktionellen
Verknlpfung des Hamster-Promotors mit dem SV40-Enhancer anstelle des CMV-Enhancers erzielt werden.
Gleichzeitig konnte dadurch auch die Entwicklungszeit zur Selektion von hoch-produzierenden Zellen im Ver-
gleich zu einer konventionellen stufenweisen Genamplifikationsstrategie, die in der Regel 4 Stufen umfasst,
um die Halfte auf ca. 120 Tage reduziert werden, einhergehend mit einer signifikanten Reduktion der Entwick-
lungskapazitaten und -kosten.
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SEQUENZPROTOKOLL

BOEHRINGER INGELHEIM PHARMA KG

EXPRESSIONSVEKTOR, VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON

HETEROLOGEN GENPRODUKTEN UND SELEKTIONSVERFAHREN FUR
HOCHPRODUZIERENDE REKOMBINANTE ZELLEN

<130> Case
<140>
<141>

<160> 1
<170>

<210> 1

<211> 2406
<212> DNA
<213>

<300>
<310>
<31ll>
<312>

<400> 1

gatctccagg
agtgtccatg
gtttatggga
atcaggcttg
aagtagaaaa
acaatcgttg
agttctttgg
aaactatctt
aatatcaatt
tttaatttaa
gtgtgtgtgt
gcgcgecgegce
ggtgcactgt
aactccaggt
tttttattta
cctggaacta
ctcctgagtg
agagattgtg
aaaaaaaaaa
agctctaggg
ggggttacaa
aatgtgtatt
ttattaggaa
ctacctttag
gtgaggtgga
tggggacagc
gtcgaggact
gtgaccatta

PatentIn Ver.

1-1412

PCT/EP/96/04631
19%&-
1297-

10-24
05-C1

acagccatgg
tgtaaatgtg
gtcagttcct
gcagaaagtg
tcaatgtgtt
gggcatgtgt
tggtgtatca
cttatgtcct
ctagcacctc
ctaatttaac
gtgtgtgtgt
gcgctcecggat
gaaagtctga
gtcaactctt
tttatttttt
gctcttgtag
ctgggattaa
tgtcacaagg
acttcactga
agtctcecctgt
cacaggtttt
ttggaggcag
gataagcatc
ggatggaaga
ggactgggag
acatgttcct
acagtcattt
accgtttcac

2.

1

Cricetulus griseus

ctattacaca
tggagtatgce
attcttecett
cattagctca
tgctcatagt
ggtcacatct
atgcccttaa
tgtccctcat
agacatgtta
cccaacactt
gtgtgtgtgt
cattctacct
gggtaacttg
tactgacaga
gtttttcgag
accaggctgg
aggcatgcgce
gtgtcatgtc
agctgaagca
caaacagaat
tgcatatcag
cagagctaat
ttctttatat
aaagacattt
agggcgcaac
atttttccca
tgcaggtttc
gctgggaggg

gagaaaccct
ttgtcatgcc
tatgggggac
cggagcctta
gcaatcatta
gaatagcagt
aggggtcaac
atttgaagta
ggtaagtacc
tttctttgtt
gtgtgtgtgt
tttgtttaaa
ctggggtcag
accatccaaa
acagggtttc
tctcgaacte
caccaacgct
gccctgcaac
cgatgatttg
ctcaacaggc
gcattttatc
agattaaaat
aaaacaaaac
agagggtgca
cgctttaact
ggatgggcaa
cttactgtat

cacgtgcggce
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gtctggaaaa
acatacagag
ctggggactg
tcattggcga
tgtttcgaga
agctccctag
aacttttttt
ttttattctt
ctacaactca
tatccacatt
gtgtgtgtgt
aaatgttagt
ttctttecac
tagccctatc
tctgtggett
agagatccac
tggctctacc
cacccceeccce
gttactctgg
gcagcagtct
taagctattt
gagggaagag
caaaccaaac
atagaaaggg
gtcctgtttt
tctcecacgtce
ggcttttaaa
tcagatgctt

acaaaaaatt
gtagagggca
aactcaggtc
aagctctctce
ggggaagggt
gagaattcca
ccctetgaca
tgcagtgttg
ggttaactaa
tgtggagtgt
gtgtgtgtgce
ccaggggtgg
tataggacag
taattttagt
tggaggctgt
ctgcctctge
taattttaaa
ccaaaaaaaa
ctggccaatg
tttttaaagt
cccagccaaa
cccacacagg
tggaggaggt
cactgagttt
gcctattttt
caaacttgcg
acgtgcaaag
cctctgactg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680



agggccagga
gcttcagcetg

ttccggecca
cattcggccce
actataacca
aagaaagcga
aaacaagccc
ttgaaacatt
aaacggagcg
aggcacttgc
gcggetette

gcttggggct

gggggctaca
gctgagacgc
taacccttcc
catcceccecgg
gatagccecgg
cgaaaaacta
cctttaaagg
ttaatgttgg
cccgagctag
gtggacgcct
ctttcecgatce
tcecegegteg
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cggaagaggc
cccagcaggce
cttctaggca
tcectecacctg
atgtgtggaa
caattcccag
aaagcccctc
gcacaccgtt
tctggcactg
aaggggcggg
cgccatcecegt
ctctecaccct

cacacccgca
tcctcecggcecta
tttccggega
aatctctaac
ctgcatcttg
acagacttgt
ttagtcgcat
tcgaggaccg
cgttagacag
tctttecggcece
ggtgagtgtg
ggtcggcggce

cttgggaaga
caccttcagc
ggacccaccc
tctgactcca
ggacgagtag
gttacctctc
cgactgtgta
aaatgagaaa
ccgcggtcegt
gggaagcccce
tgctgcgggce
tctaatccgt

ctecgatttgg
cccgaatgcece
tcgcgccaaa
gagtttagag
ttttagcaaa
ttctcatget
agaaaggcgt
gagcataggg
tgcagcgggce
gttggtccge
tgcecgetceeg
ctcttttega

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

atgtag 2406

Patentanspriiche

1. Expressionsvektor umfassend ein Gen, das flr ein Protein von Interesse kodiert, in funktioneller Ver-
knipfung mit einem Hamster-Ubiquitin/S27a-Promotor und einem Gen, das fiir ein fluoreszierendes Protein
kodiert.

2. Expressionsvektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass er ein amplifizierbares Selektions-
markergen enthalt.

3. Expressionsvektor nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass er einen oder mehrere En-
hancer in funktioneller Verkniipfung mit dem oder den Promotoren umfasst.

4. Expressionsvektor nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass er zusatzlich eine
interne Ribosomenbindungsstelle (IRES) enthalt, welche die bicistronische Expression des Gens. das fiir ein
fluoreszierendes Protein kodiert, und des Gens, das fir ein Protein/Produkt von Interesse kodiert, ermoglicht.

5. Expressionsvektor nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass sich das Gen, das
fur ein fluoreszierendes Protein kodiert, und das amplifizierbare Selektionsmarkergen in einer oder in zwei se-
paraten Transkriptionseinheiten befinden.

6. Expressionsvektor nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die funktionelle
Verknipfung nicht tGber Intronsequenzen erfolgt.

7. Expressionsvektor nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass das amplifizierba-
re Selektionsmarkergen fiir Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) oder ein Fusionsprotein aus dem fluoreszieren-
den Protein und DHFR kodiert.

8. Expressionsvektor nach einem der Anspriche 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass der Enhancer ein
CMV- oder SV40-Enhancer ist.

9. Expressionsvektor nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass er zusatzlich zu-
mindest ein Polyadenylierungssignal aufweist.

10. Expressionsvektor nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass er anstelle des
Gens, das fiir ein Protein/Produkt von Interesse kodiert, eine multiple Klonierungsstelle zum Einbau eines
Gens, das fir ein Protein von Interesse kodiert, umfasst.

11. Eukaryontische Wirtszelle, die mit einem Expressionsvektor nach einem der Anspriche 1 bis 10 trans-
fiziert worden ist.

12. Wirtszelle nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um ein Sdugerzelle, vorzugsweise
eine CHO-Zelle, handelt.

13. Wirtszelle nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich mit einem oder

mehreren Vektoren mit Genen, die fiir ein oder mehrere andere Proteine/Produkte von Interesse sowie zumin-
dest einen weiteren Selektionsmarker kodieren, transfiziert worden ist.
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14. Verfahren zur Herstellung eines heterologen Genprodukts, bei dem eine Wirtszelle nach einem der An-
spriche 11 bis 13 unter Bedingungen, die eine Expression des Genprodukts ermdglichen, kultiviert und das
Genprodukt aus der Kultur oder dem Kulturmedium isoliert wird.

15. Verfahren zur Herstellung eines heteromeren Proteins/Produkts, bei dem eine Wirtszelle nach An-
spruch 13, die mit Expressionsvektoren, welche fur unterschiedliche Untereinheiten des heteromeren Prote-
ins/Produkts kodieren, co-transfiziert worden ist, unter Bedingungen, die eine Expression des heteromeren
Proteins/Produkts ermdéglichen, kultiviert und das heteromere Protein/Produkt aus der Kultur oder dem Kultur-
medium isoliert wird.

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das heteromere Protein ein Antikorper ist.

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Wirtszelle einem
oder mehreren Genamplifikationsschritten unterzogen wird.

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass der amplifizierbare Selektionsmarker
DHFR und das Amplifikationsmittel Methotrexat ist.

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass die Wirtszelle lediglich einem Genampli-
fikationsschritt mit Methotrexat unterzogen wird.

20. Verfahren nach einem der Anspriche 14 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass es in einem serumfrei-
en Kulturmedium durchgefihrt wird.

21. Verfahren nach einem der Anspriche 14 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass die Wirtszelle in Sus-
pensionskultur kultiviert wird.

22. Verfahren zur Selektion einer Wirtszelle, die ein Protein/Produkt von Interesse exprimiert, bei dem eine
Population von Wirtszellen nach einem der Anspruiche 11 bis 13 unter Bedingungen kultiviert wird, die eine Ex-
pression des Proteins/Produkts von Interesse und des fluoreszierenden Proteins ermdglichen, und die Zelle(n)
identifiziert und/oder selektiert werden, welche den hdchsten Expressionslevel an fluoreszierendem Protein
zeigen.

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass die Selektion mit Hilfe eines Fluores-
zenz-aktivierten Zellsortiergerats (FACS) erfolgt.

24. Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, dass die entsprechend selektierten
Wirtszellen einem oder mehreren zusatzlichen Genamplifikationsschritten unterzogen werden.

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass der amplifizierbare Selektionsmarker
DHFR und das Amplifikationsmittel Methotrexat ist.

Es folgen 9 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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