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Beschrieben wird ein Verfahren zur Herstellung, insbe-
sondere zur groftechnischen Herstellung, eines rekombi-
nanten Produktes unter serum- und proteinfreien Bedingun-
gen, welches die folgenden Schritte umfasst:

Bereitstellen eines isolierten, stabilen rekombinan-
ten Zeliklons, welcher erhéltlich ist durch Kultivie-
rung eines rekombinanten Ursprungszellklons auf
serumhaltigem Medium, Umadaptieren der Zellen
auf serum- und proteinfreies Medium, Testen der
Zellkultur auf stabile Produkt-Produzenten, und Kilo-
nieren eines stabilen Produkt-Produzenten-Zell-
klons unter serum- und proteinfreien Bedingungen,
Vermehren des stabilen Zellklons in serum- und
proteinfreiem Medium vom Ausgangskion bis zur
Zellkultur,

Herstellen der Zellkuitur, enthaltend stabile Zellen
im Bioreaktor, und

Ernten der Proteine aus dem Kulturiberstand,

und dadurch gekennzeichnet ist, dass ein serum- und pro-

teinfreies Medium verwendet wird, das eine oder mehrere

Aminosauren enthalt, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
L-Asparagin, L-Cystein, L-Cystin, L-Prolin, L-Tryptophan und L-
Glutamin.
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Die vorliegende Erfindung betrifft einen stabilen rekombinanten Zellkion, der im serum- und
proteinfreien Medium fur mindestens 40 Generationen stabil ist, eine Biomasse, erhalten durch
Vermehrung des stabilen Zellkions unter serum- und proteinfreien Kultivierungsbedingungen und
ein Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Proteinen mittels der Biomasse. Desweiteren
betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Gewinnung von stabilen rekombinanten Zellkionen. Weiters
betrifft die Erfindung die Herstellung eines rekombinanten Proteins in einem serum- und protein-
freien synthetischen Minimaimedium. .

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein serum- und proteinfreies Medium zur Kultivierung von
Zelien, die ein rekombinantes Protein exprimieren.

Die Herstellung von rekombinanten Proteinen, insbesondere von biomedizinischen Produkten,
wie Blutfaktoren, gewinnt immer mehr an Bedeutung. Um ein optimales Wachstum von rekombi-
nanten Zellen zu ermdglichen, wird dem Medium zumeist Serum Zugegeben. Aufgrund der hohen
Kosten von Serum und um mdgliche Verunreinigungen durch virale oder molekulare Pathogene
durch das Serum im Kultivierungsmedium zu vermeiden, wurde eine Reihe von serumfreien Me-
dien entwickelt, die insbesondere keine Zusatze bovinen oder humanen Usprungs enthalten soll-
ten. Die Verwendung solcher Medien beim HerstellungsprozeR eriaubt neben der geringen Konta-
minationsgefahr der hergesteliten Produkte durch virale und molekulare Pathogene auch eine
einfachere Reinigung der exprimierten Proteine.

Rekombinante Zellen werden zumeist in serumhaltigem Medium bis zu einer hohen Zelldichte,
etwa fur eine "Working Celi Bank" angezogen, und anschiieiiend wahrend der Produktionsphase
auf serumfreies Medium umadaptiert.

Miyaji et al. (1990, Cytotechnology 3:133-140) selektionierten serum-unabhangige Zelikione in
serumfreiem Medium, das Insulin und Transferrin enthielt. Es zeigte sich jedoch, daf} nach 16 Ta-
gen die Lebendzellzahl und die Expressionsrate sténdig abnahm. Durch Koamplifikation mit einem
Markergen versuchten Miyaji et al. (1990. Cytotechnology 4:173-180) die Expressionsrate und die
Produktivitat der rekombinanten Zellen zu verbessern.

Yamaguchi et al. (1992. Biosci. Biotechnol. Biochem. 56:600-604) etablierten Serum-unabhan-
gige rekombinante CHO-Subklone durch Kultivierung Serum-abhéngiger Zellen auf Mikrotiterplat-
ten als Monolayer fiir 3 bis 4 Wochen in serumfreiem Medium, das humanes Serumalbumin, insu-
lin und Transferrin enthielt. Etwa 0,1% der Zellen waren Serum-unabhangig. Ein Teil der Subklone
wuchs auch in Suspensionskultur in serumfreiem Medium, wobei die Zellen jedoch aggregierten
und klumpten. Die Verdopplungszeit der Zellen betrug 1,5 Tage. Es werden jedoch weder Angaben
Uber die Stabilitat der erhaltenen Serum-unabhangigen Klone noch Uber die Langzeitkultivierung
dieser Klone unter serumfreien Bedingungen gemacht.

Medien, die die Aufrechterhaltung der metabolischen Aktivitat und ein Wachstum von Zellen
wahrend der serumfreien Phase erlauben, enthalten oftmals zusatzlich Substanzen, wie Wachs-
tumsfaktoren, wie Insulin oder Transferrin, oder Adhé&renzfaktoren, die die Serumkomponenten
ersetzen.

Um die Zugabe von Polypeptidfaktoren, wie Insulin oder Transferrin, zu vermeiden und protein-
freie Kultivierungsbedingungen zu erlauben, wurden verschiedene Techniken entwickelt. So wur-
den speziell definierte, komplette proteinfreie Medien entwickelt, die ein Zellwachstum auch unter
proteinfreien Bedingungen erlauben.

Die WO 97/05240 beschreibt die Herstellung von rekombinanten Proteinen unter proteinfreien
Bedingungen, wobei die Zellen neben dem gewiinschten Protein einen Wachstumsfaktor Co-expri-
mieren.

Die JP 2696001 beschreibt die Verwendung von proteinfreiem Medium fur die Herstellung von
Faktor Vill in CHO-Zellen unter Zugabe eines nicht-ionischen Oberflachenmittels oder Cyclodextrin
zur Steigerung der Produktivitat der Wirtszellen. Um die Wirksamkeit dieser Zusatze zu steigern,
wird die Zugabe von beispielsweise Butyrat und Lithium empfohlen. Wie aus der Beschreibung
hervorgeht, hat die Zugabe des Pluronic F-68 einen deutlichen Anstieg der Zellzahl zur Folge.

Die WO 96/26266 beschreibt die Kultivierung von Zellen in einem Medium, das ein Glutamin
enthaltendes Proteinhydrolysat enthalt, dessen Gehalt an freien Aminosauren kleiner als 15% des
Gesamtproteingewichts ist und dessen Peptide ein Molekulargewicht von kleiner 44kD aufweisen.
Als Kultivierungsmedium fur die Zellkulturen wird als Basismedium synthetisches Minimalmedium
verwendet, dem neben Proteinhydrolysat auch unter anderem fotales Kalberserum, Gentamycin
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und Mercaptoethanol zugesetzt wird. Die Verwendung dieses serumhaltigen Mediums fur die
rekombinante Hersteliung von Blutfaktoren wird nicht erwahnt.

Die US 5,393,668 beschreibt spezielle synthetische Oberflachen, die ein Wachstum von adha-
renten Zellen unter proteinfreien Bedingungen erlauben.

Um die Zellproliferation zu stimulieren, wurden CHO-Zellen, die humanes Insulin Uberexprimie-
ren, auf einem artifiziellen Substrat, an das kovalent Insulin gebunden ist, vermehrt (lto et al,,
1996., PNAS, USA 93:3598-3601).

Die EP 0 872 487 beschreibt die Herstellung von rekombinantem Faktor VIII in proteinfreiem
Medium, enthaltend rekombinantes Insulin, dem Polyole zugegeben werden. Gemal der Beschrei-
bung fuhrt die Zugabe von Pluronic-F68 zu einer erhdhten Faktor VHI-Produktivitat von BHK-
Zellen, die Zugabe von Kupfer-lonen verstarkt diese Produktionssteigerung.

Reiter et al. (1992, Cytotechnology 9:247-253) beschreiben die Immobilisierung von in serum-
haltigem Medium angezuchteten r-CHO-Zellen bei einer hohen Dichte auf Tragern und anschlie-
Render Perfusion der immobilisierten Zellen in proteinfreiem Medium wéhrend der Produktionspha-
se, wobei eine kontinuieriiche Freisetzung von Protein in den Zellkulturiberstand festgestellt wur-
de. Die Zellen wurden dabei jedoch fur weniger als 10 Generationen in proteinfreiem Medium
perfundiert.

Katinger et al. (1996, Adv. In Mol.Cell.Biol., 15a:193-207) beschreiben die Herstellung von sta-
bilen Zellkulturen, wobei die Zellen an makroporésen Tragern immobilisiert werden. Es wird betont,
dal Perfusionskulturen mit porésen Tragermaterialien gegentber anderen Verfahren zu bevorzu-
gen waren. Stabile Kione, die rekombinante Proteine wie FVIII oder von Willebrand-Faktor expri-
mieren, werden nicht beschrieben, die Zellen werden stets in serumhaltigem Medium angezichtet -
und erst spater in serum- und proteinfreies Medium aberfahrt.

Bisherige Verfahren zur erfolgreichen Herstellung einer groRtechnischen "large-scale"-Zellkul-
tur unter proteinfreien Bedingungen werden fur kontinuierliche Zellinien, insbesondere VERO-
Zellen, beschrieben (WO 96/15231). Die Zellen werden dabei unter serum- und proteinfreien
Bedingungen von der Original-Ampulie bis zum groftechnischen Mafistab von 1200 | angezogen.
Es handelt sich dabei jedoch nicht um rekombinante Zellen, sondern um Wirtszellen, die fur die
Produktion von Virusantigen in einem lytischen Prozef eingesetzt werden.

Im Gegensatz zu adharenten VERO-Zellen sind beispielsweise CHO-Zellen nur bedingt haf-
tungsabhéngig. Mittels konventioneller Methoden unter serumhaitigen Bedingungen angezogene
CHO-Zellen kdnnen sowohl an glatte als auch an porése Mikrotrager binden (US 4,978,616, Reiter
et al, 1992, Cytotechnology 9:247-253). Werden CHO-Zellen unter serumfreien Bedingungen
angezogen, so verlieren sie diese Eigenschaft und haften nicht an glatten Tragern, wie etwa Cyto-
dex 3, oder ltsen sich leicht von diesen ab, soferne nicht adharenzfordernde Zusatze, wie bei-
spielsweise Fibronektin, Insulin oder Transferrin in das Medium gegeben werden. Aufgrund der
geringen Adharenz von CHO-Zellen an Trager unter serumfreien Bedingungen erfolgt die Produk-
tion von rekombinanten Proteinen daher zumeist in Suspensionskultur. Der Produktionsproze®
kann dabei in einem kontinuierlichen oder batch-weisen Verfahren ablaufen. Die rekombinante
Zellkultur wird dabei bis zu einer optimalen Zelldichte im Bioreaktor angezogen, gegebenenfalls die
Proteinexpression induziert und zum Emten das Medium, enthaltend die exprimierten Proteine,
jedoch auch rekombinante Zellen, in gewissen Abstanden dem Reaktionstank und damit dem
Produktionsprozef entzogen. Durch den standigen Verlust an Biomasse sinkt die Produktionseffi-
zienz im Bioreaktor ab und erhoht sich erst nach Zugabe von frischem Medium langsam wieder, da
die Zellen auf die gewtnschte Zelldichte hochwachsen missen. Es gibt daher, trotz des kontinuier-
lichen Prozesses, immer wieder eine Verzdgerungsphase, in der die Produktionsrate bei diesem
System absinkt. Zudem ist die Wachstums- und Produktionskapazitét durch die maximal erreichba-
re Zelldichte in einem solchen System begrenzt.

Bei der Adaptierung von unter serumhaltigen Bedingungen angeziichteten Zellen auf protein-
freies Medium wurde immer wieder festgestellt, daft die Ausbeute an exprimiertem Protein und die
Produktivitat von rekombinanten CHO-Zellen nach Adaption in proteinfreiem Medium im Vergleich
zu serumhaltigen Bedingungen stark absinkt (Paterson et al., 1994, Appl. Microbiol. Biotechnol.
40:691-658).

Dies ist auf eine Instabilitat oder reduziertes Wachstum der rekombinanten Klone aufgrund der
geanderten Kulturbedingungen zurlickzufiihren. Aufgrund der veranderten Fermentationsbedin-
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gungen wird - trotz Einsetzen eines stabilen Ursprungskions - immer wieder ein Grofteil der Zellen
zu Zellen mit verringerter Expression oder auch Nicht-Produzenten, die wahrend des Produktions-
prozesses Produkt-Produzenten Uberwuchern, wodurch die Fermenterkultur letztlich zu einem
Grofteil aus Nicht-Produzenten bzw. solchen Zellen mit geringer Expression besteht.

Dies hat zur Folge, daR die maximale Produktionskapazitat der Fermentationskultur kontinuier-
lich absinkt und eine maximale Produktproduktion auf eine bestimmte Anzahl von Generationen
oder Zelipassagen beschrankt ist.

Es besteht daher ein Bedarf an einem System, bei dem eine kontinuierliche Produktion, insbe-
sondere bei der groRtechnischen Herstellung von rekombinanten Proteinen unter serum- und
proteinfreien Bedingungen tGber einen moglichst langen Zeitraum moglich ist.

Es wére weiterhin wiinschenswert, einen rekombinanten Zellklon zu erhalten, der fur viele Ge-
nerationen in der Produktionsphase unter proteinfreien Bedingungen stabil ist und rekombinantes
Protein exprimiert.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein effizientes Verfahren fur die Herstellung
von rekombinanten Proteinen unter serum- und proteinfreien Kultivierungs- und Produktionsbedin-
gungen zur Verfligung zu stellen.

Ein weiteres Ziel ist es, einen stabilen rekombinanten Zellklon zur Verfagung zu stellen.

Ein weiteres Ziel besteht darin, eine Steigerung der Produktivitét eines rekombinanten Zell-
klons durch Einsatz eines protein- und serumfreien Mediums zu erreichen.

Die Aufgabe wird gemai dem Stammpatent AT 407 255 B geidst durch Zurverfigungsteiien
eines rekombinanten Zellklons, erhaltlich aus einer Zelikultur, die nach Kultivierung eines rekombi-
nanten Ursprungszellklons auf serumhaltigem Medium und Umadaptierung der Zellen auf serum-
und proteinfreies Medium erhalten wird. Die Zellen werden dabei fur mindestens 40 Generationen
in serum- und proteinfreiem Medium unter produktionséquivalenten Bedingungen weiterkultiviert.

Vorzugsweise erfolgt die Kultivierung der Zellen dabei ohne Selektion auf das Selektionsmar-
ker- und/oder Amplifikationsgen, beispielsweise in Abwesenheit MTX bei CHO-dhfr-Zellen.

Unter Ursprungszellklon wird im Rahmen dieser Erfindung ein rekombinanter Zellklon-
Transfektant verstanden, der nach Transfektion von Wirtszellen mit einer rekombinanten Nukleo-
tidsequenz unter Laborbedingungen stabil rekombinantes Produkt exprimiert. Der Ursprungskion
wird zur Optimierung des Wachstums in serumhaitigem Medium angezichtet. Zur Erhéhung der
Produktivitat wird der Ursprungskion gegebenenfalls in Gegenwart eines Selektionsmittels und’
Selektion auf den Selektionsmarker und/oder Amplifikationsmarker angezogen. Fur die grof3techni-
sche Produktion wird der Ursprungszellklon unter serumhaltigen Kultivierungsbedingungen bis zu
einer hohen Zelldichte angezogen und kurz vor der Produktionsphase auf serum- und/oder protein-
freies Medium umadaptiert. Die Kultivierung erfolgt dabei vorzugsweise ohne Selektionsdruck.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform kann die Kultivierung des rekombinanten Ur-
sprungszellklons bereits von Anfang an in serum- und proteinfreiem Medium erfolgen, wodurch
eine Umadaptierung nicht mehr notwendig ist. Gegebenenfalls kann auch in diesem Fall ein Selek-
tionsmittel verwendet werden und die Selektion auf den Selektions- und/oder Amplifikationsmarker
erfolgen. Ein Verfahren dafir ist beispielsweise in der EP 0 711 835 beschrieben.

Es wurde gefunden, daR unter diesen Bedingungen ein Grofteil von mehr als 95% der Zellen
in einer solchen auf serum- und proteinfreiem Medium umadaptierten Zellkultur zu Nicht-Produkt-
Produzenten werden. Mittels Immunfluoreszenz mit produkt-spezifischen Antikérpern konnte
gezeigt werden, dal abhangig von der Generationszeit der Zellen in serum- und proteinfreiem
Medium die Anzah! der Nicht-Produzenten in einer Kultur ansteigt und die Produkt-Produzenten
Uberwachst, wodurch die Produktionskapazitéat der Kultur absinkt.

Die nach Umadaptierung auf serum- und proteinfreies Medium erhaitene Zellkultur wird auf die-
jenigen Zellklone der Zellpopulation getestet, die unter serum- und proteinfreien Bedingungen,
gegebenenfalls in Abwesenheit eines Selektionsdruckes, stabil Produkte produzieren. Dies kann
beispielsweise durch Immunfluoreszenz mit markierten, spezifischen, gegen das rekombinante
Polypeptid oder Protein gerichteten Antikérpern erfoigen. Die als Produkt-Produzenten identifizier-
ten Zellen werden aus der Zellkultur isoliert, und unter serum- und proteinfreien, vorzugsweise
unter produktionsaquivalenten Bedingungen erneut vermehrt. Die Isolierung der Zellen kann dabei
durch Vereinzelung der Zellen und Testen auf Produkt-Produzenten erfoigen.

Gegebenenfalls wird die Zellkultur, enthaltend die stabilen Zellen, erneut auf stabile rekom-
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binante Klone getestet und diese aus der Zellkultur isoliert und auskloniert. Anschiieend werden
die unter serum- und proteinfreien Bedingungen erhaltenen stabilen rekombinanten Zellklone unter
serum- und proteinfreien Bedingungen weitervermehrt.

Der rekombinante Zellkion gemaR der Stammerfindung zeichnet sich insbesondere dadurch
aus, daR er in serum- und proteinfreiem Medium fur mindestens 40, vorzugsweise mindestens 50,
insbesondere mehr als 60 Generationen stabil ist und rekombinantes Produkt exprimiert.

GemanR einem besonderen Aspekt der Stammerfindung liegt der stabile rekombinante Zeliklon
in isolierter Form vor. Ausgehend vom stabilen Zellklon wird unter serum- und proteinfreien Bedin-
gungen eine Zelikultur durch Vermehrung der stabilen Zellen gewonnen.

Der erfindungsgemaRe stabile rekombinante Zellklon ist vorzugsweise von einer rekombinan-
ten Saugerzelle abgeleitet. Rekombinante S&ugerzellen kdnnen dabei alle Zellen sein, die fur ein
rekombinantes Polypeptid oder Protein kodierende Sequenzen enthalten. Umfalt sind dabei aile
kontinuierlich wachsenden Zellen, die sowohl adh&rent als auch nicht-adhérent wachsen. Beson-
ders bevorzugt sind rekombinante CHO-Zellen oder BHK-Zelien. Rekombinante Polypeptide oder
Proteine kdnnen Blutfaktoren, Wachstumsfaktoren oder andere biomedizinisch relevante Produkte
sein.

GemaR der Stammerfindung sind stabile rekombinante Zellkione bevorzugt, die die kodierende
Sequenz fur einen rekombinanten Blutfaktor wie Faktor II, Faktor V, Faktor VII, Faktor Vill, Faktor
IX, Faktor X, Faktor XI, Protein S, Protein C, eine aktivierte Form eines dieser Faktoren, oder vVWF
enthalten, und in der Lage sind, diesen stabil iber mehrere Generationen zu exprimieren. Beson-
ders bevorzugt sind dabei rekombinante CHO-Zellen, die VWF oder ein Polypeptid mit vVWEF-
Aktivitat, Faktor VIIl oder ein Polypeptid mit VIli-Aktivitat, vWF und Faktor VIll, Faktor IX oder
Faktor Il exprimieren.

Der unter serum- und proteinfreien Bedingungen selektionierte Zellklon der Stammerfindung
zeichnet sich insbesondere dadurch aus, daf er fur mindestens 40, vorzugsweise fur mindestens
50 Generationen, besonders bevorzugt fur mehr als 60 Generationen in serum- und proteinfreiem
Medium stabil ist.

Um eine Masterzellbank anzulegen, werden 30 Generationen benétigt. Um eine durchschnittli-
che Batchkuitur mit 1000 I-MaRstab durchzufthren, sind mindestens etwa 40 Generationen erfor-
derlich. Damit ist es erstmals moglich, ausgehend von einem Einzelklon eine "Master Cell Bank"
(MCB), eine "Working Cell Bank" (WCB) mit etwa 8 bis 10 Generationen und damit eine Zellkultur
im ProduktionsmaRstab (Produktionsbiomasse) mit bis zu 20 bis 25 Generationen unter diesen
Bedingungen herzustellen, da bisherige Zellkione einige Generationen nach Wachstum auf serum-
oder proteinfreiem Medium instabil wurden, wodurch a) keine einheitliche Zellkultur mit Produkt-
Produzenten und b) keine stabile Produktproduktivitat Uber eine langeren Zeitraum moglich war.

Der Zellklon gemaR der Stammerfindung ist damit unter Produktionsbedingungen in serum-
und proteinfreiem Medium fur mindestens 40 Generationen stabil. Bisher beschriebene Verfahren
zeigten lediglich eine Generationszahl von weniger als 10 Generationen Produktproduktivitat unter
proteinfreien Bedingungen (Reiter et al., 1992, supra).

Als Stabilitatskriterium gilt eine Mindestanzahl von mindestens 40 Generationen, vorzugsweise
mehr als 50, besonders bevorzugt' mehr als 60 Generationen im Produktionsproze®, wahrend dem
eine stabile Expression der Proteine stattfindet und sich die Zellen morphologisch-ph&notypisch
nicht verandern und keine tumorogenen Eigenschaften aufweisen.

Es wurde Uberraschenderweise gefunden, daR der Zellkion gemaR der Stammerfindung unter
serum- und proteinfreien Bedingungen eine erhdhte Produkt-Produktivitat selbst im Vergleich zum
Ursprungszellklon, der in serumhaltigem Medium kultiviert wurde, aufweist.

Weiters wurde Uberraschenderweise gefunden, daR die Produktivitat der kultivierten Zellen da-
durch gesteigert werden kann, dal dem serum- und proteinfreien Medium zusatzlich Aminosauren
und/oder gereinigtes, ultrafiltriertes Sojapepton zugegeben wird. Dabei wird die Steigerung der
Produktivitat nicht dadurch bewirkt, dafd es zu einer erhdhten Zellwachstumsrate kommt, sondern
die Kultivierungsbedingungen wirken sich direkt auf die Produktivitat der Zellen aus, die ein rekom-
binantes Protein exprimieren.

GemaR einem weiteren Aspekt stellt die Stammerfindung eine Zellkultur zur Verfugung, die
mindestens 90%, vorzugsweise mehr als 95%, besonders bevorzugt mehr als 98% stabile rekom-
binante Zellen enth&lt, die unter serum- und proteinfreien Bedingungen fur mindestens 40 Genera-
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tionen, insbesondere fiir mindestens 50 Generationen, stabil sind und ein rekombinantes Produkt
exprimieren.

Unter Zellkultur wird im Rahmen der Stammerfindung eine Master Cell Bank (MCB), eine Wor-
king Cell Bank (WCB-Arbeitszellbank) oder eine Produktionsbiomasse in einem groBtechnischen
Produktionsbioreaktor verstanden.

GemaR der Stammerfindung wird die Zellkultur lnsbesondere durch Kultivieren eines stabilen
rekombinanten Zellklons der oben beschriebenen Art unter serum- und proteinfreien Bedingungen
erhalten.

Die Zellkultur gemaR der Stammerfindung ist dabei erhaltlich durch Vermehren des isolierten
stabilen Zellklons vom Einzelklon, der Saatzellen bis zu der MCB, der WCB oder einer Biomasse
im Produktionsmalfstab im Bioreaktor unter serum- und proteinfreien Bedingungen, vorzugsweise -
ohne Selektionsdruck auf das Selektions- und/oder Markergen. Es hat sich insbesondere gezeigt,
dai} die rekombinanten Zellen in einer Zellkultur, die ausgehend vom stabilen rekombinanten Kion
gemal der Stammerfindung erhalten werden, fur mindestens 40 Generationen unter serum- und
proteinfreien Bedingungen stabil sind.

Die gemaf der Stammerfindung zur Verfugung gestelite Zellkultur, die von einem serum- und
proteinunabh&ngigen stabilen Zellklon hergestellt ist, weist unter proteinfreien Kultivierungs- und
Produktionsbedingungen mindestens 90%, vorzugsweise mindestens 95%, besonders bevorzugt
mindestens 98%, stabile rekombinante Zellen auf. Unter stabilen rekombinanten Zellen werden
dabei insbesondere rekombinante Saugerzellen verstanden, die vom stabilen Zellikion abgeleitet
sind. Bevorzugt sind dabei rekombinante CHO-Zellen, vorzugsweise CHO-dhfr-Zellen, CHO-K1-
Zellen, und BHK-Zellen, die einen Blutfaktor, vorzugsweise rekombinanten VWF, Faktor VIil, Faktor
VIl und VWF, Faktor IX oder Faktor Il exprimieren.

Die Zellkultur gemaf der Stammerfindung kann die stabilen rekombinanten Zellen als Suspen-
sionskultur enthalten. Die Zellen kénnen auch an einen Trager, insbesondere einen Mikrotrager,
immobilisiert sein, wobei inshesondere porése Mikrotrager bevorzugt sind. Als besonders geeignet
haben sich dabei porése Trager, wie etwa Cytoline® oder Cytopore®, gezeigt.

GemaR einem weiteren Aspekt stellt die Stammerfindung ein Verfahren zur grofitechnischen
Herstellung eines rekombinanten Produktes unter serum- und proteinfreien Bedingungen, unter
Einsatz des stabilen Zellklons gemaR der Stammerfindung zur Verfligung. Das Verfahren umfaf3t
dabei die Schritte des Bereitstellens eines isolierten, stabilen rekombinanten Zellklons der oben
beschriebenen Art zur Herstellung einer Zellkultur. Dabei erfolgt die Vermehrung des isolierten
stabilen Zellklons unter serum- und proteinfreien Bedingungen vom stabilen Einzel-Zellklon bis zur
Zellkultur. Insbesondere erfolgt auch die Subkultivierung der stabilen Zeliklone unter proteinfreien
Bedingungen, insbesondere ohne Zugabe einer Protease, wie etwa Trypsin. Dadurch ist gewahr-
leistet, da} zu keinem Zeitpunkt wahrend der Herstellung einer in der Produktion eines rekombi-
nanten Produktes eingesetzten Zellkultur, eine Kontamination, gegebenenfalls verursacht durch die
Zugabe von serum- oder proteinhaltigen Zusé&tzen humanen oder tierischen Ursprungs zur Zellkul-
tur, erfolgt. Damit wird erstmals ein Verfahren beschrieben, das vom Ausgangsklon tber die Her-
stellung einer Working Cell Bank bis zur Produktionsbiomasse und die anschlieBende Produktion
die Herstellung von rekombinantem Protein unter serum- und proteinfreien Bedingungen erlaubt.

Die Herstellung der rekombinanten Produkte mit der Zellkultur gem&fR der Stammerfindung, die
mehr als 90%, vorzugsweise mehr als 95%, besonders bevorzugt mehr als 98% stabile Produkt-
produzenten-Zellen enthalt, kann als Suspensionskultur oder mit an Trager-immobilisierten Zellen
erfolgen. Der ProzeR kann dabei im batchweisen, kontinuierlichen Verfahren oder durch Perfusi-
onstechnik mit serum- und proteinfreiem Medium erfolgen.

Weiters kann der Prozefd der Kultivierung im Chemostat-Verfahren durchgeftihrt werden, wie
aus dem Stand der Technik hinlanglich beschrieben (Werner et al., J. Biotechnol., 1992, 22, S. 51-
68). Beispielsweise kann ein gerthrter Bioreaktor oder ein Airlift-Reaktor verwendet werden.

Die exprimierten rekombinanten Proteine werden anschlieBend aus dem Zellkulturiberstand
gewonnen, mit aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren gereinigt und weiterverarbeitet.

Gemal einem weiteren Aspekt stelit die Stammerfindung ein Verfahren zur Gewinnung eines
stabilen rekombinanten Zellklons zur Verfigung, umfassend die Schritte der

- Vermehrung eines rekombinanten Ursprungsklons bis zur Zellkultur in serumhaltigem Me-

dium, vorzugsweise ohne Selektionsdruck
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- Kultivierung der Zellen unter serum- und proteinfreien, vorzugsweise unter produktions-
aquivalenten Bedingungen

- Testen der Zelikultur unter serum- und proteinfreien Bedingungen auf Produktproduzenten

- Kilonieren der stabilen rekombinanten Zellkione unter serum- und proteinfreien Bedingun-
gen, wobei die Klonierung durch allgemein bekannte Techniken, wie Vereinzelung der Zel-
len durch Ausverdunnen und Anziichten der Einzelklone erfolgen kann

- Vermehrung der isolierten Zeliklone unter serum- und proteinfreien Bedingungen und

- gegebenenfalis Austesten der Zellkultur auf Produktproduzenten.

Dabei werden nur solche rekombinanten Zeliklone als stabil angesehen, die fur mindestens 10,
vorzugsweise mindestens 20, und insbesondere mindestens 50 Generationen, in proteinfreiem
Medium stabil rekombinantes Protein exprimieren.

Geman einem weiteren Aspekt stellt die Stammerfindung ein Verfahren zur Gewinnung eines
stabilen rekombinanten Zellklons zur Verfagung, umfassend die Schritte

- Vermehren einer nicht-rekombinanten Ausgangszelle oder Zellinie unter serum- und prote-
infreien Bedingungen und Klonieren eines stabilen nicht-rekombinanten Zellklons unter se-
rum- und proteinfreien Bedingungen

- Transfizieren des stabilen Zellkions mit einer rekombinanten Nukleinssure und Isolieren
von stabilen rekombinanten Zellklonen

- Kultivieren der stabilen Zellklon-Transfektanten in serum- und proteinfreien Medium unter
gegebenenfalls produktionsaquivalenten Bedingungen

- Testen der stabilen rekombinanten Zellen auf Produktions- und Produktstabilitat. .. .

Ein besonders bevorzugter Aspekt der Stammerfindung stellt die Gewinnung eines. stabilen
Zellklons zur Verfagung, umfassend die folgenden Schritte

- Vermehrung eines rekombinanten Ursprungskions bis zur Zellkultur in serum- und protein-
freiem Medium, vorzugsweise ohne Selektionsdruck

- Kultivierung der Zellen unter serum- und proteinfreien, vorzugsweise unter produktions-
aquivalenten Bedingungen

- Testen der Zellkultur unter serum- und proteinfreien Bedingungen auf Produktproduzenten

- Kilonieren der stabilen rekombinanten Zellklone unter serum- und proteinfreien Bedingun-
gen, wobei die Klonierung durch allgemein bekannte Techniken, wie Vereinzeiung der Zel-
len durch Ausverdunnen und Anzuchten der Einzelkione erfolgen kann

- Vermehrung der isolierten Zellklone unter serum- und proteinfreien Bedingungen und

- gegebenenfalls Austesten der Zellkultur auf Produktproduzenten.

Dabei werden nur solche rekombinanten Zellkione als stabil angesehen, die fur mindestens 10,
vorzugsweise mindestens 20, und insbesondere mindestens 50 Generationen, in proteinfreiem
Medium stabil rekombinantes Protein exprimieren.

Weiters bevorzugt ist die Verwendung eines serum- und proteinfreien Mediums zur Steigerung
der Produktivitat eines Zellklons, der ein rekombinantes Protein exprimiert, dem zusatzlich eine
definierte Aminosauremischung und/oder gereinigtes, ultrafiltriertes Sojapepton zugegeben wurde.

Die vorliegende Zusatzerfindung betrifft eine weitere Verbesserung der Stammerfindung. Der
Gegenstand der Zusatzerfindung besteht in der Verwendung eines protein- und serumfreien Medi-
ums bei der Kultivierung des isolierten, stabilen rekombinanten Zellklons gemaR der Stammerfin-
dung, welchem Medium Aminos&uren, ausgewahit aus der Gruppe von L-Asparagin, L-Cystein, L-
Cystin, L-Prolin, L-Tryptophan und L-Glutamin zugesetzt wurden. Die Aminosauren kénnen dem
Medium einzeln oder in Kombination zugesetzt werden.

Demgemaf betrifft die vorliegende Zusatzerfindung ein Verfahren zur Herstellung, insbesonde-
re zur groRtechnischen Herstellung, eines rekombinanten Produktes unter serum- und proteinfreien
Bedingungen, welches die folgenden Schritte umfasst:

- Bereitstellen eines isolierten, stabilen rekombinanten Zellkions, welcher erhaltlich ist durch
Kultivierung eines rekombinanten Ursprungszellklons auf serumhaitigem Medium, Um-
adaptieren der Zellen auf serum- und proteinfreies Medium, Testen der Zellkultur auf stabi-
le Produkt-Produzenten, und Kionieren eines stabilen Produkt-Produzenten-Zelikions unter

_ serum- und proteinfreien Bedingungen,

- Vermehren des stabilen Zellklons in serum- und proteinfreiem Medium vom Ausgangsklion

bis zur Zellkultur,
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- Herstellen der Zellkultur, enthaltend stabile Zellen im Bioreaktor, und

- Emten der Proteine aus dem Kulturiiberstand,
welches Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, dass ein serum- und proteinfreies Medium ver-
wendet wird, das eine oder mehrere Aminosauren enthait, ausgewahit aus der Gruppe bestehend
aus L-Asparagin, L-Cystein, L-Cystin, L-Prolin, L-Tryptophan und L-Glutamin.

Selbstversténdlich gelten fur die Zusatzerfindung (entsprechend adaptiert) die selben Definitio-
nen und bevorzugten Abwandlungen wie fir die Stammerfindung.

Besonders bevorzugt wird bei der vorliegenden Zusatzerfindung demgemaR auch die Verwen-
dung eines serum- und proteinfreien Mediums, das synthetisches Minimalmedium, enthaltend ein
Hefe- oder Sojaextrakt, umfasst, wobei gereinigtes ultrafiltriertes Sojapepton besonders bevorzugt
ist.

Das Verfahren gemaR der Zusatzerfindung eignet sich (neben den bereits zur Stammerfindung
genannten bevorzugten rekombinanten Proteine) besonders zur Herstellung von Faktor Viil-Pro-
tein oder einem rekombinanten Polypeptid mit Faktor VIII-Aktivitat sowie einem rekombinanten von
Willebrand Faktor-Protein oder einem rekombinanten Polypeptid mit VWF-Aktivitat als rekombinan-
tes Produkt. ’

Bevorzugterweise wird dem Medium gereinigtes, ultrafiltriertes Sojapepton zugesetzt.

Besonders bevorzugt ist die kombinierte Zugabe aller in dieser Gruppe angefiihrten Aminosau-
ren, namlich L-Asparagin, L-Cystein, L-Cystin, L-Prolin, L-Tryptophan und L-Glutamin.

Die Steigerung der Produktivitat durch Zugabe der Aminosauremischung, die dadurch erreicht
werden kann, war besonders Gberraschend, da in den synthetischen Minimalmedien, wie sie im
Stand der Technik beschrieben sind, beispielsweise DMEM/HAM's F12, bereits Aminosauren in
geringen Konzentrationen enthalten sind.

Als serum- und proteinfreies Medium kann jedes bekannte synthetische Medium eingesetzt
werden. Konventionelle synthetische Minimaimedien kénnen anorganische Salze, Aminosauren,
Vitamine, eine Kohlehydratquelle und Wasser enthalten. Beispielsweise kann es DMEM/HAM's
F12-Medium sein. Der Gehalt an Soja- oder Hefeextrakt kann zwischen 0,1 und 100 g/l, besonders
bevorzugt zwischen 1 und 5 g/l, liegen. Gem4R einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform
kann Sojaextrakt, beispielsweise Sojapepton verwendet werden. Das Molekulargewicht des Soja-
peptons betragt weniger als 50kD, bevorzugt weniger als 10kD.

Als besonders vorteilhaft fir die Produktivitat der rekombinanten Zellinien hat sich - wie er-
wahnt - die Zugabe von ultrafiltriertem Sojapepton erwiesen, dessen durchschnittliches Molekular-
gewicht 350 Dalton betragt (Fa. Quest). Es ist ein Sojaisolat mit einem Gehalt an Gesamtstickstoff
von ca. 9,5% und einem Gehalt an freien Aminosauren von ca. 13%.

Besonders bevorzugt ist die Verwendung eines gereinigten, ultrafiltrierten Sojapeptons mit
einem Molekulargewicht von < 1000 Dalton, bevorzugt < 500 Dalton, besonders bevorzugt <
350 Daiton.

Die Ultrafiltration kann gemaR Verfahren erfolgen, wie sie im Stand der Technik ausfihrlich be-
schrieben sind, beispielsweise unter Verwendung von Membranfiltern mit definierter Ausschluf3-
grenze.

Die Reinigung des ultrafiltrierten Sojapeptons kann durch Gelchromatographie, beispielsweise
mittels Sephadex-Chromatographie, beispielsweise Sephadex G25 oder Sephadex G10, oder
aquivalente Materialien, lonenaustauschchromatographie, Affinitatschromatographie, GréRenaus-
schluBchromatographie oder "reversed phase"-Chromatographie erfolgen. Es handelt sich dabei
um Verfahren, wie sie dem Fachmann aus dem Stand der Technik bekannt sind.

Besonders bevorzugt wird ein Medium mit folgender Zusammensetzung verwendet: syntheti-
sches Minimalmedium (1 bis 25 g/l), Sojapepton (0,5 bis 50 g¢/l), L-Glutamin (0,05 bis 1 g/l),
NaHCO; (0,1 bis 10 g/l), Ascorbinsaure (0,0005 bis 0,05 g/l), Ethanolamin (0,0005 bis 0,05 g/l), Na-
Selenit (1 bis 15 pg/l).

Dem Medium kann gegebenenfalls ein nichtionisches Oberflachenmittel, wie etwa Polypropy-
lenglycol (PLURONIC F-61, PLURONIC F-68, SYNPERONIC F-68, PLURONIC F-71 oder PLU-
RONIC F-108) als Entschaumer zugegeben werden.

Dieses Mittel wird allgemein angewendet, um die Zellen vor den negativen Auswirkungen der
Beluftung zu schiitzen, da ohne Zugabe eines Oberflachenmittels die aufsteigenden und zerplat-
zenden Luftblasen zur Schadigung jener Zellen fiilhren kénnen, die sich an der Oberflache dieser
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Luftblasen befinden. ("sparging") (Murhammer und Goochee, 1990, Biotechnol.Prog. 6:142-148)

Die Menge an nichtionischem Oberfiichenmittel kann dabei zwischen 0,05 und 10 g/l liegen,
besonders bevorzugt ist jedoch eine méglichst geringe Menge zwischen 0,1und 5 g/l.

Weiters kann das Medium auch Cyclodextrin oder ein Derivat davon enthalten.

Der Zusatz von nichtionischem Oberfiachenmittel oder von Cyclodextrin ist jedoch nicht erfin-
dungswesentlich.

Vorzugsweise enthalt das serum- und proteinfreie Medium einen Proteaseinhibitor, wie etwa
Serinproteaseinhibitoren, die Gewebekultur-tauglich und synthetischen oder pflanziichen Ur-
sprungs sind.

In einer weiteren bevorzugten Ausflhrungsform werden dem oben angefuhrten Medium zu-
satzlich folgende Aminosauren zugegeben: L-Asparagin (0,001 bis 1 gll, bevorzugt 0,01 bis
0,05 g/l, besonders bevorzugt 0,015 bis 0,03 g/i), L-Cystein (0,001 bis 1 g/l, bevorzugt 0,005 bis
0,05 g/l, besonders bevorzugt 0,01 bis 0,03 g/l), L-Cystin (0,001 bis 1 g/l, bevorzugt 0,01 bis
0,05 g/l, besonders bevorzugt 0,015 bis 0,03 g/l), L-Prolin (0,001 bis 1,5 g/l, bevorzugt 0,01 bis
0,07 g/l, besonders bevorzugt 0,02 bis 0,05 g/l), L-Tryptophan (0,001 bis 1 g/l, bevorzugt 0,01 bis
0,05 g/l; besonders bevorzugt 0,015 bis 0,03 g/l) und L-Glutamin (0,05 bis 1 g/l, bevorzugt 0,1 bis
1gfl).

Die oben genannten Aminos&uren kénnen dem Medium einzeln oder in Kombination zugesetzt
werden. Besonders bevorzugt ist die kombinierte Zugabe der Aminosaure-Mischung enthaltend
alle oben genannten Aminoséuren.

In einer besonderen Ausfuhrungsform wird ein serum- und proteinfreies Medium verwendet,
das zus4tzlich eine Kombination der oben genannten Aminosauremischung und gereinigtes, ultra-
filtriertes Sojapepton enthait. '

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, daB, beispielsweise zur Inaktivierung von Viren oder
anderen Pathogenen, das Medium ohne negative Effekte ca. 5 bis 20 Minuten, bevorzugt 15 Minu-
ten, auf 70°C bis 95°C, bevorzugt 85 bis 95°C, erhitzt werden kann.

Die Parameter fur die Kultivierung der Zellen, wie O,-Konzentration, Perfusionsgeschwindigkeit
oder Mediumswechsel, pH, Temperatur und Kultivierungstechnik sind dabei abhangig von den je-
weils eingesetzten Zelltypen und kénnen vom Fachmann in einfacher Weise ermittelt werden.
Beispielsweise kann die Kultivierung von CHO-Zellen in einem Ruhrtank und Perfusion mit protein-
freiem Medium mit einer Perfusionsrate von 1 bis 10 Volumenwechsel/Tag, einem pH-Wert zwi-
schen 7,0 und 7,8, vorzugsweise 7,4, einer O,-Konzentration zwischen 40% bis 60%, vorzugswei-
se bei 50% und einer Temperatur zwischen 34°C und 38°C, vorzugsweise 37°C, erfolgen.

Die Kultivierung der Zellen kann aber auch mittels Chemostat-Verfahren bei einem pH-Wert
zwischen 6,9 und 7,8, bevorzugt 7,1, einer O,-Konzentration zwischen 10% und 60%, bevorzugt
20%, und einer Verdunnungsrate D von 0,25 bis 1,0, bevorzugt 0,5, erfolgen. ,

GemaR einem weiteren Aspekt betrifft die Zusatzerfindung auch eine Zellkultur, umfassend
einen isolierten, stabilen rekombinanten Zellklon, welcher erhéltlich ist durch Kultivierung eines
rekombinanten Ursprungszellklons auf serumhaltigem Medium, Umadaptieren der Zellen auf
serum- und proteinfreies Medium, Testen der Zellkultur auf stabile Produkt-Produzenten, und
Kionieren eines stabilen Produkt-Produzenten Zelikions unter serum- und proteinfreien Bedingun-
gen, und einem serum- und proteinfreien Medium, das eine oder mehrere Aminosauren enthalt,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus L-Asparagin, L-Cystein, L-Cystin, L-Prolin, L-Trypto-
phan und L-Glutamin.

Bevorzugterweise enthalt die Zellkultur gemafl der Zusatzerfindung ein Medium gemafR den
oben beschriebenen bevorzugten Varianten fir die Zusatzerfindung.

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele sowie der Zeichnungsfiguren, auf die
sie jedoch nicht eingeschrankt werden soll, néher erlautert.

Kurze Beschreibung der Figuren

Figur 1: zeigt die mikroskopische Aufnahme einer Arbeitszellbank eines Ursprungsklons zum
Zeitpunkt der Umadaptierung von serumhaltigem auf serum- und proteinfreies Medium (A), nach
10 Generationen in serum- und proteinfreiem Medium (B) und nach 60 Generationen in serum- und
proteinfreiem Medium (C).
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Figur 2: zeigt die mikroskopische Aufnahme einer Zellkultur, ausgehend von einem stabilen
rekombinanten Zellklon unter serum- und proteinfreien Bedingungen auf der Stufe der Arbeitszell-
bank (A), nach 10 Generationen (B) und nach 60 Generationen (C)

Figur 3: zeigt die Ergebnisse der Kultivierung eines rFVIII-CHO-Zellklons in einem 10 |-Perfu-
sionsbioreaktor.

a) Faktor VIil-Aktivitat (mEinheiten/mi) und Perfusionsrate (1-5/Tag) Uber einen Zeitraum von
42 Tagen.

b) Volumetrische Produktivitat (Einheiten Faktor VIII/1/Tag) im Perfusionsbioreaktor.

Figur 4: zeigt einen Vergleich der Faktor VilI-Produktivitat (mU/ml) bei Kultivierung im Batch-
Verfahren von r-Faktor Vill-exprimierenden CHO-Zellen in folgenden Medien:

Mix 1: Serum- und proteinfreies Medium ohne Sojapepton, enthaltend eine Mischung ausge-
wahlter Aminos&uren (wie in Beispiel 6 aufgelistet)

Mix 2: Serum- und proteinfreies Medium enthaltend ultrafiltriertes Sojapepton

Mix 3: Serum- und proteinfreies Medium, ultrafiltriertes Sojapepton und Aminosauren

Mix 4: Serum- und proteinfreies Medium, enthaltend Aminosauren und gereinigtes, ultrafiltrier-
tes Sojapepton.

Figur 5: zeigt die Faktor VIII Produktivitat (U/l) bei kontinuierlichem Wachstum von r-Faktor
Vlli-exprimierenden CHO-Zellen in serum- und proteinfreiem Medium nach Beginn der Zugabe von
gereinigtem, ultrafiltriertem Sojapepton am 6. Tag der Kultivierung. Den Daten ist zu entnehmen,
dal es durch Zugabe des Sojapeptons zu einem deutiichen Anstieg der Faktor Viii-Produktivitat
und damit der volumetrischen Produktivitat des Bioreaktor-Systems kommt, ohne zu einem deutli-
chen Anstieg des Zellwachstums zu fuhren.

Beispiele:

Beispiel 1:
Stabilitét von rvWF-CHO-Zellen nach Umstellen von serumhaltigem auf serum- und pro-
teinfreies Medium

CHO-dhfr-Zellen wurden Plasmid phAct-rvWF und pSV-dhfr, co-transfiziert und vVWF exprimie-
rende Klone, wie in Fischer et al. (1994, FEBS Letters 351:345-348) beschrieben, subkloniert. Von
den Subklonen, die stabil "WF exprimierten, wurde unter serumhaltigen Bedingungen, jedoch in
Abwesenheit von MTX, eine Arbeitszellbank (Working Cell Bank, WCB) angelegt und die Zellen
unter serumhaltigen Bedingungen auf einem porésen Mikrotrager (Cytopore®) immobilisiert. Nach-
dem eine Zelldichte von 2x10" Zellen/ml Tragermatrix erreicht wurde, erfolgte die Umstellung der
Zellen auf serum- und proteinfreies Medium. Die Zellen wurden fur mehrere Generationen unter
serum- und proteinfreien Bedingungen weiterkultiviert. Mittels Immunfluoreszenz mit markierten
anti-vWF-Antikérpern wurden die Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten in serum- und proteinfreiem
Medium getestet. Die Bewertung der Stabilitat der Zelien erfolgte bei der Arbeitszellbank vor der
Mediumsumstellung, nach 10 und 60 Generationen im serum- und proteinfreien Medium. Wahrend
die Arbeitszellbank noch 100% rvWF-Produzenten aufwies (Figur 1 A), sank der Anteil der rvWF-
Produzenten nach 10 Generationen in serum- und proteinfreiem Medium auf etwa 50% ab (Figur
1 B). Nach 60 Generationen wurden mehr als 95% der Zellen als Nicht-Produzenten identifiziert
(Figur 1 C).

Beispiel 2: Klonierung von stabilen rekombinanten CHO-Klonen

Von der Zellkultur, enthaltend rvWF-CHO-Zellen gemaR Beispiel 1 (dieser mit r-vWF-CHO F7
bezeichnete stabile Zellklon wurde bei der ECACC (European Collection of Cell Cultures), Salisbu-
ry, Wilshire SP4 OJG, UK, gemaR Budapester Vertrag am 22. Janner 1998 hinterlegt und erhielt
die Hinterlegungsnummer 98012208), die fur 60 Generationen in serum- und proteinfreiem Medium
kultiviert worden war (Figur 1 C), wurde eine Verdinnung angelegt und jeweils 0,1 Zellen/well einer
Mikrotiterplatte ausgesat. Die Zellen wurden in DMEM/HAM's F12 ohne Serum- oder Proteinzusét-
ze und ohne Selektionsdruck fur etwa 3 Wochen kultiviert und die Zellen mit Immunfluoreszenz mit
markierten anti-vWF-Antikdrpern getestet. Ein als positiv identifizierter Zellklon wurde als Aus-
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gangsklon fur die Herstellung einer Saat-Zellbank eingesetzt. Von der Saat-Zellbank wurde eine
Master-Zelibank (MCB) in serum- und proteinfreiem Medium angelegt und Einzelampullen fur die
weitere Herstellung einer Arbeitszellbank weggefroren. Ausgehend von einer Einzelampulle wurde
eine Arbeitszellbank in serum- und proteinfreiem Medium hergestelit. Die Zellen wurden auf por6se
Mikrotrager immobilisiert und fur mehrere Generationen unter-serum- und proteinfreien Bedingun-
gen weiterkultiviert. Mittels Immunfluoreszenz mit markierten anti-vWP-Antikérpern wurden die
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten in serum- und proteinfreiem Medium auf Produktivitat getes-
tet. Die Bewertung der Stabilitat der Zellen erfolgte auf der Stufe der Arbeitszellbank und nach 10
und 60 Generationen in serum- und proteinfreiem Medium. Sowohl auf Stufe der Arbeitszellbank
(Figur 2 A), als auch nach 10 (Figur 2 B) und 60 Generationen (Figur 2 C) wurden annahernd
100% der Zellen als positive stabile rekombinante Klone identifiziert, die rvWF exprimieren.

Beispiel 3:
Zelispezifische Produktivitit der rekombinanten Zellklone

Von definierten Stufen wahrend der Kultivierung von rekombinanten Zelien wurde eine definier-
te Zelizahl entnommen und mit frischem Medium fir 24 h inkubiert. Die WWF:Risto-CoF-Aktivitat
wurde in den Zellkulturilberstanden bestimmt. Tabelle 1 zeigt, dal die zellspezifische Produktivitat
bei den erfindungsgemaBen stabilen rekombinanten Zellklonen auch nach 60 Generationen in
serum- und proteinfreiem Medium stabil war, und sogar im Vergleich zum Ursprungsklon, der in
serumhaitigem Medium kultiviert war, erhéht war.

Tabelle 1
Zellklon zellspezifische zellspezifische zellspezifische
Produktivitat Produktivitat Produktivitat
der Arbeitszellen nach 10 Generationen {nach 60 Generationen
mU VWF/10°Zellen/Tag [mU rvWF/10°Zellen/Tag |mU vWF/10°Zellen/Tag
rvWF-CHO #808.68 55 30 <10
Ursprungszellklon
r-vWF-CHO F7 *)
stabiler Klone 62 65 60

*)  hinterlegt am 22.1.1998 (ECACC (European Collection of Cell Cuitures, Salisbury, Wiltshire
SP4 0JG, UK); Hinterlegungsnummer 98012206)

Beispiel 4:

Zusammensetzung eines synthetischen serum- und proteinfreien Mediums
Komponente gll Bevorzugte Menge

ingh

Synthetisches 1-100 11,00 - 12,00
Minimalmedium
(DMEM/HAM's F12)
Sojapepton 0,6-50 2,5
L-Glutamin 0,05 -1 0,36
NaHCO;3 0,1-10 2,00
Ascorbinsaure 0,005 - 0,05 0,0035
Ethanolamin 0,005 - 0,05 0,0015
Na-Selenit 1-15pg/l 8,6 ug/l
optional:
Synperonic F68 0,01-10 0,25

11
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Beispiel 5:
Kuitivierung von rFVIlI-CHO-Zellen in protein- und serumfreiem Minimalmedium

Eine Zellkultur, enthaltend rFVIiI-CHO-Zellen, wurde in einem 10 1-Ruhrtank und Perfusion kul-
tiviert. Dabei wurde ein Medium gemaR Beispiel 4 verwendet. Die Zellen wurden dabei auf einem
pordsen Mikrotrager (Cytopore®, Pharmacia) immobilisiert und fur mindestens 6 Wochen kultiviert.
Die Perfusionsrate betrug 4 Volumenwechsel/Tag, der pH-Wert lag bei 6,9-7,2, die O,-Konzen-
tration bei etwa 20-50% und die Temperatur bei 37°C.

Figur 3 zeigt die Ergebnisse der Kultivierung eines rFVIII-CHO-Zellklons in einem 10 I|-Perfu-
sionsbioreaktor.

a) Faktor VIII-Aktivitat (mEinheiten/ml) und Perfusionsrate (1-5/Tag) Uber einen Zeitraum von
42 Tagen.

b) Volumetrische Produktivitat (Einheiten Faktor VIII/IITag) im Perfusionsbioreaktor.

Tabelle 2
Kultivierungstage  |Zellspezifische Immunfluoreszenz

Produktivitat (% FVllI-positive
(mU/10° Zellen/Tag {Zelien)

15 702 n.a.

21 1125 n.a.

28 951 > 95%

35 691 > 95%

42 970 n.a.

Tabelle 2 zeigt die Stabilitat und spezifische Produktivitat der rFVII exprimierenden Zellen. Fir
diese Ergebnisse wurden nach 15, 21, 28, 35 und 42 Tagen Proben entnommen, bei 300 g ab-
zentrifugiert und in frischem serum- und proteinfreien Medium resuspendiert. Nach weiteren 24
Stunden wurde die Faktor Vlil-Konzentration in den Zellkulturiberstdnden und die Zellizah! be-
stimmt. Ausgehend von diesen Daten wurde die spezifische FVIII-Produktivitat berechnet.

Es wurde eine stabile durchschnittliche Produktivitat von 888 mEinheiten/10® -Zellen/T. ag
erreicht. Diese stabile Produktivitat wurde auch durch Immunfluoreszenz mit markierten anti-FVIIl-
Antikérpern nach 15, 21, 28, 35 und 42 Tagen in serum- und proteinfreiem Medium bestatigt.

Beispiel 6:
Vergleich der Produktivitit von rekombinanten FVIIl-CHO-Zellen in protein- und serum-
freiem Medium, enthaltend weitere Medienkomponenten.

Eine rFVIII-CHO-Zellen enthaltende Zellkuitur wurde im Batch-Ansatz kultiviert. Dabei wurde
ein Medium gemaR Beispiel 4 verwendet, dem folgende Aminosauren zugegeben wurden:

Aminos&ure: mg/l Bevorzugte Menge
in mgl/|
L-Asparagin 1-100 20
L-Cystein.HCI.H,O 1-100 16
L-Cystin 1-100 20
L-Prolin 1-150 35
L-Tryptophan 1-100 20
L-Glutamin 50 - 1000 240

Die Zellen wurden bei 37°C geziichtet, pH 6,9-7,2. Die Zellen wurden im Batch-Verfahren tber
24-72 Stunden gezlichtet.
Die Produktivitdt der rekombinanten FV!II-CHO-Zellen wurde in folgenden Medienzusammen-
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setzungen gemessen:

Mix 1 bestehend aus serum- und proteinfreiem Medium ohne Sojapepton, enthaltend zusatz-
lich eine Aminosauremischung gemaR der oben genannten Tabelle.

Mix 2 bestehend aus serum- und proteinfreiem Medium, enthaltend Sojapepton.

Mix 3 bestehend aus serum- und proteinfreiem Medium, enthaltend Sojapepton und zusatzlich
eine Aminosauremischung gemaR der oben genannten Tabelle.

Mix 4 bestehend aus serum- und proteinfreiem Medium, enthaltend zusatzlich eine Aminosau-
remischung gemaR der oben genannten Tabelle und 2,5 g/l gereinigtes, ultrafiltriertes Sojapepton.
Die Reinigung des ultrafiltrierten Sojapepton erfolgte chromatographisch tber eine Sephadex®-
Séaule.

Beispiel 7:
Kultivierung von rekombinanten FVIII-CHO-Zellen in protein- und serumfreiem Medium
in Chemostat-Kultur.

Eine rFVIII-CHO-Zellen enthaltende Zellkultur wurde in einem 10 | gertihrten Bioreaktor-Tank
kultiviert. Dabei wurde ein Medium gemaR Beispiel 4, ohne Sojapepton, enthaltend eine Amino-
sauremischung geman Beispiel 6 verwendet. Die Zellen wurden bei 37°C gezichtet, pH 6,9-7,2;
die Sauerstoffkonzentration lag bei 20-50% Luftsattigung. Zur Bestimmung des Faktor VilI-Titers
und der Zellkonzentration im Kulturiiberstand wurden alle 24 Stunden Proben entnommen. Die
Gesamt-Zellkonzentration war vom 2. bis zum 14. Tag konstant. Ab dem 6. Tag wurde dem Medi-
um uitrafiltriertes Sojapepton zugegeben. Die Faktor VIII-Produktivitat ist in Figur 5 dargestelit, die
Messung erfolgte mittels eines CHROMOGENIX CoA FVIII:C/4-Systems. Immunfluoreszenz mit - -
markierten anti-FVIlI-Antikérpern. Das Fehlen von Sojapepton in der kontinuierlichen Kultur fahrt
nach wenigen Tagen zu einem deutlichen Abfall der Faktor VIII-Produktivitat, wahrend die Zugabe
des Sojapeptons einen fast 10-fachen Anstieg der Produktivitdt zu Folge hat. Da diese Zugabe
jedoch nicht die Zellzahl erh&ht, ist damit deutlich gezeigt, daf® ultrafiltriertes Sojapepton eine
deutliche Steigerung der Produktivitat zur Folge hat, die aber unabhéngig ist vom Zelliwachstum.

PATENTANSPRUCHE:

1. Verfahren zur Herstellung, inshesondere zur groftechnischen Herstellung, eines rekombi-
nanten Produktes unter serum- und proteinfreien Bedingungen, welches die folgenden
Schritte umfasst:

- Bereitstellen eines isolierten, stabilen rekombinanten Zellklons, welcher erhéltlich ist
durch Kultivierung eines rekombinanten Ursprungszellklons auf serumhaltigem Medi-
um, Umadaptieren der Zellen auf serum- und proteinfreies Medium, Testen der Zellkul-
tur auf stabile Produkt-Produzenten, und Klonieren eines stabilen Produkt-Produzen-
ten-Zellklons unter serum- und proteinfreien Bedingungen,

- Vermehren des stabilen Zellklons in serum- und proteinfreiem Medium vom Ausgangs-
klon bis zur Zellkultur,

- Herstellen der Zellkultur, enthaltend stabile Zellen im Bioreaktor, und

- Ernten der Proteine aus dem Kulturiiberstand nach Patent Nr. 407 255,

dadurch gekennzeichnet, dass ein serum- und proteinfreies Medium verwendet wird, das

eine oder mehrere Aminosauren enthalt, ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus

L-Asparagin, L-Cystein, L-Cystin, L-Prolin, L-Tryptophan und L-Glutamin.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass ein serum- und proteinfreies
Medium verwendet wird, das synthetisches Minimalmedium, enthaitend ein Hefe- oder
Sojaextrakt, umfasst.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Sojaextrakt ein gereinigtes,
ultrafiltriertes Sojapepton verwendet wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass rekombinan-
tes Faktor VIli-Protein oder ein rekombinantes Polypeptid mit Faktor VIll-Aktivitat als re-
kombinantes Produkt hergestellt wird.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass rekombinan-
tes von Willebrand Faktor (VWF)-Protein oder ein rekombinantes Polypeptid mit Faktor
VWEF-Aktivitat als rekombinantes Produkt hergestelit wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass dem Medium
gereinigtes, ultrafiltriertes Sojapepton zugesetzt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass das Medium
ein Gemisch an Aminosauren, enthaltend L-Asparagin, L-Cystein, L-Cystin, L-Prolin, L-
Tryptophan und L-Glutamin enthait.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Medium
Cyclodextrin oder ein Derivat davon und/oder einen Proteaseinhibitor enthalt.

Zellkultur umfassend einen isolierten, stabilen rekombinanten Zellklon, welcher erhéltlich
ist durch Kultivierung eines rekombinanten Ursprungszellkions auf serumhaltigem Medium,
Umadaptieren der Zellen auf serum- und proteinfreies Medium, Testen der Zellkultur auf

_stabile Produkt-Produzenten, und Klonieren eines stabilen Produkt-Produzenten-Zellkions

unter serum- und proteinfreien Bedingungen, und einem serum- und proteinfreien Medium,
das eine oder mehrere Aminosauren enthalt, ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus
L-Asparagin, L-Cystein, L-Cystin, L-Prolin, L-Tryptophan und L-Glutamin.

Zellkultur nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein Medium, wie in den An-
spriichen 2 bis 8 definiert, umfasst.

HIEZU 5 BLATT ZEICHNUNGEN
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MEDIUM-OPTIMIERUNG FOR GD8/6-ZELLEN
MISCHUNGEN VON BAV- UND BAV-SP-MEDIUM

:
=

FVIll COA [mU/mi]

MIX 1 MIX 2 MIX3 MiX 4

MIX 1: BAV 100% + AMINOSAUREN
MIX 2: BAV-SP 100%

MIX 3: BAV-SP 100% +AMINOSAUREN
MIX 4: BAV 100% +AMINOSAUREN + GEREINIGTES HY-SOJA|
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