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Fremstilling af vavstype-plasminogenaktivator, isar via
rekombinant-DNA-cellekultur, som inkluderer et trin,
hvorved én eller flere mediumkomponenter, som er skade-

lige for udvindingen

og aktiviteten af vavstype-plasmi-

nogenaktivator-produktet, fjernes uden ledsagende skade

for vaertscellernes udtrykkelsesevne.
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Denne opfindelse angdr en fremgangsmade til fremstil-
ling af biologisk aktiv human vavstype-plasminogenakti-
vator og derivater deraf, isar ud fra rekombinante

vartscellekulturer i suspension.

Opfindelsens baggrund

Human vavstype-plasminogenaktivator omdanner plasminogen
til plasmin. Det siledes producerede plasmin spalter
proteolytisk'fibrinmétriser, som danner skelettet i
blodkoagler. Human vavstype-plasminogenaktivator formid-
ler derved oplgsningen af blodkoagler og er som fglge
heraf nyttige til behandling af forskellige trombotiske
forstyrrelser.

Forkortelsen "t-PA" for human vavstype-plasminogenakti-
vator blev vedtaget efter forslag pd the XXVIII Meeting
of the International Committee on Thrombosis and Hemo-
statis, Bergamo, ltalien, 27. juli 1982. I denne beskri-
velse med krav anvendes betegnelserne "human vavstype-
plasminogenaktivator”, "human t-PA", "t-PA", "human
vevsplasminogenaktivator” eller “"vavsplasminogenaktiva-
tor"” human ydre (vavstype) plasminogenaktivator produ-
ceret f.eks. ud fra naturlig kilde ved ekstraktion og
rensning [se Collen et al., EP offentliggerelsesskrift
nr. 41766 (offentliggjort 4. 16. dec. 1981 baseret pa en
fgrste indlevering den 11. juni 1980) og Rijken et al.,
Journal of Biol. Chem. 256, 7035 (1981), der betragtes
som inkorporeret i denne beskrivelse ved henvisning] og
ved hjzlp af rekombinante cellekultursystemer som be-
skrevet sammen med molekylets aminosyresekvens og andre
egenskaber f.eks. i EP offentligggrelsesskrift nr. 93619
(offentliggjort den 9. november 1983 baseret pad en for-
ste indlevering den 5. maj 1982), der betragtes som in-
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korporeret i denne beskrivelse ved henvisning. Betegnel-~
serne dazkker ogsad biologisk aktive zkvivalenter til hu-
man vavstype-plasminogenaktivator, som adskiller sig
mht. glycosyleringsmgnstre, der menes at vare afhaengige
af de specifikke anvendte dyrkningsbetingelser og arten
af verten, hvorfra den humane vaevstype-plasminogenakti-
vator er opnaet, og som adskiller sig mht. en eller
flere aminosyrer i den samlede sekvens.

Forskere i ansggerfirmaets laboratorier producerede hu-
man vavstype-plasminogenaktivator i hovedsagen fri for
proteiner, hvormed den almindeligvis er forbundet, via
rekombinant-DNA-teknologi i prokaryotiske 0g eukaryo-
tiske varter (EP offentliggprelsesskrift nr. 93619,
ovenfor). Der er flere grunde til, at foretrzkke produk-
tion af human vavstype-plasminogenaktivator i rekombi-
nante eukaryotiske verter, sasom pattedyrceller. Euka-
ryotiske varter er i almindelighed effektive ved deres
evne til at genkende og glycosylere specifikke amino-
syrerester i den humane vavstype-plasminogenaktivators
molekyle, som almindeligvis er glycosyleret i den native
tilstand, at frembringe de naturligt forekomne covalente
tverbindinger mellem forskellige systeinrester i den hu-
mane vavstype-plasminogenaktivators molekyle og at komme
tattere pad den samlede konformationsstruktur af nativ
human veavstype-plasminogenaktivator. Disse trak menes at
vaere vigtige for fremstillingen af et biologisk aktivt
og sikkert human—vavstype—plasminogenaktiQator-produkt.

Imidlertid er produktionen af human vavstype-plasmino-
genaktivator ud fra rekombinante vartsceller ikke uden
problemer. Saledes har det vist sig, at der opstdr ud-
bytte begransende vanskeligheder pd grund af at celler-
ne, der producerer human vavstype-plasminogenaktivator,
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sadvanlig dyrkes 1 narvar af serum, forskellige frak-
tioner afledt fra blod eller andre dyrevav eller hydro-
lysater deraf. Som konsekvens heraf udsettes human vavs-
type-plasminogenaktivator, som secerneres af sadanne
celler, for store mengder serumproteiner og andre serum-
komponenter. Det viste sig, at visse af disse komponen-—
ter uvagerligt komplicere rensningen af en intakt human
vavstype-plasminogenaktivator til en farmaceutisk accep-
tabel form, fordi de danner vanskeligt fraskillelige
bundne aggregatkomplekser med den humane vavstype-plas—
minogenaktivators molekyle. Disse aggregater skader ogsa
det humane vevstype-plasminogenaktivator-moles biologis-
ke aktivitet og reducere saledes i det store og hele de
almindeligt forventede udbytter af biologisk aktiv in-
takt human vavstype-plasminogenaktivator. Tilsatning af
serumkomponenter forgger ogsd den masse af urenheder,
som ma fjernes under rensning. Endvidere nedbryder mange
af disse komponenter vavstype-plasminogenaktivator pro-
teolytisk. Oprensning af den gnskede humane vevstype-
plasminogenaktivator fra disse systemer frembyder tek-
niske vanskeligheder, hvilket kraver anvendelse af mere
omfattende og dyrer procedyrer.

1 overensstemmelse med disse iagttagelser er det blevet
foresl3et at anvende serumfrie medier i forsgg pa at
undga problemer ved produktion og rensning af endogent
producerede plasminogenaktivatorer secerneret af dyrkede
celler; se f.eks. 1) EP offentligggrelsesskrift nr.

113 319 (offentliggjort 4. 11. juni 1984 baseret pa en
forste indlevering d. 30. december 1982), som angiver
fremstilingen af serumuafhazngige naturlige humane celle-
linier, som secernere endogent produceret human vavs-
type-plasminogenaktivator, 2) US patentskrift nr.

4 232 124, 3) US patentskrift nr. 4 328 314, 4) US pa-
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tentskrift nr. 4 317 882 og 5) Gasser et al., In Vitro
Cellular and Developmental Biology 21, 588 (1985). Ingen
af disse referencer angar hgijdensitets-cellevakst og
isar ikke rekombinante suspensions-vartscellé-kulturer.
Pa den anden side angar EP offentligggrelsesskrift nr.
112 940 (offentliggjort d. 11. juli 1984 baseret pa en
fprste indlevering d. 30 december 1982) en fremgangsmide
til fremstilling af human vevstype-plasminogenaktivator,
som involvere tilsatning af albumin, en proteinkomponent
i serum. ' ’

Der kendes ogsa forskellige midler til fraktionering af
cellekulturer for at fjerne f.eks. serumkomponenter; se
f.eks. Van Reis et al., The Journal of Immunology 133,
758 {1984), som reducerede plasmaproteinniveauer fr?
leukocytcellekulturer og derved reducerede urenheder af
rat endogent produceret humant y-interferon (se ogsa Van
Reis et al., Methods in Enzymology 119, 77). I november

. 1982 rapporterede Van Reis et al. ved the Third Annual

International Congress for Interferon Research i Miami,
Florida, U.S.A., vedrgrende anvendelsen af tverstrgm-
ningsfiltrering for at reducere niveauer autologt plas-
maprotein ved udvinding af endogent produceret humant y-
interferon fra en human cellekultur. Imidlertid kunne
den udvundne mengde interferon ikke forpges med yder-
ligere fjernelse under produktionen.

Det er denne opfindelses formil at angive fremgangsmade
til produktion i stor milestok og udvinding af biolo-
gisk aktiv human vavstype-plasminogenaktivator fra en
kultur af human vavstype-plasminogenaktivator-produce-
rende vartsceller. Et yderligere formial for opfindelsen
er at angive sadanne fremgangsmider til fremstilling af

biologisk aktiv human vevstype-plasminogenaktivator, som
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er i det vaesentlig fri for proteolytisk nedbrydning, de-
glycosylering, inhibering pa grund af forskellige prote-
ase inhibitorer og forurening og aggregation med serum-
komponenter.

Sammenfatning af opfindelsen

t-PA-producerende vartsceller, sdsom dem, der er blevet
transficeret med rekombinante vektorer, som operabelt
huser- DNA, der koder for human v&vstype4p1asmjnbgénak-'
tivator, dyrkes i et vakstunderstpttende medium, for-
trinsvis indeholdende én eller flere komponenter, som,
medens den lettere cellevakst er skadelig for udvindin-
gen og aktiviteten af det udtrykte humane vavstype-plas-
minogenaktivator-produkt. 1 det vasentlige alle sadanne
komponenter udelukkes fgr dyrkningen eller fjernes fra
det vakstunderstpttende medium ved medium udskiftning,
fortrinsvis via tvarstrgmningsfiltrering, under dyrk-
ningen. Efter fjernelsen bevarer vartscellekulturen ud-
trykkelsesevnen med eller uden behov for yderligere cel-
lerreplicering.

Biologisk aktiwv hﬁman vavstype-plasminogenaktivator pro-
duceres derefter ved udtrykkelse i cellerne holdt i
vartscellekulturen, som er i det vasentlige fri for
skadelige komponenter. Den biologisk aktive humane vavs-
type-plasminogenaktivator isoleres derpa fra cellerne
for yderligere rensning, som tilpasser til den farmaceu-

tisk indgivning.

Det har uventet vist sig, at fremgangsmaden ifglge op-
findelsen ggr det muligt at fremstille renset intakt
human vavstype-plasminogenaktivator i udbytter, som ikke
hidtil var troet opndelige. Endvidere tilvej)ebringer
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fremgangsmaderne ifplge opfindelsen biologisk aktiv hu-
man vavstype-plasminogenaktivator med en sammensatning
pa mindst 50% enkelt-kade-form i modsatning til det pro-
dukt med en sammensatning pA vasentlig mindre enkelt-
kade-form, som blev opndet fgr den foreliggende opfin-
delse. Dette menes at vare signifikant, foruden at vare
uventet, da det tyder pa, at fremgangsmiderne ifglge op-
findelsen frembringer produkt, som er i det vasentlige
frit for proteolytisk nedbrydning ved forskellige spalt-
ningscentre. Endvidere viser materialet, som er overveij-
ende i enkelt-kade-form, sig at have mindst den samme
effektivitet som to—kade-méteriale og udviser mindre fi-
brinogennedbrydning, resultater, som kan vare af vigtig-
hed ved kliniske anvendelser.

Detailbeskrivelse

A. Alment

I tilfelde af pattedyrvartscellekulturer er de skadelige
mediumkomponenter typisk fra blod eller andet dyrevav
afledte proteaser, glycosidaser, sdsom neuramididase,
protease inhibitorer, albumin osv, som oprindeligt er
tilstede i det vakstunderstgttende medium.

Betegnelsen "biologisk aktiv human vaevstype-plasminogen-
aktivator” henfgrer til den ovenfor beskrevne humane

- vavstype-plasminogenaktivator, som er i stand til at

formidle in vivo oplgsningen af fibrinblodkoagler.

Betegnelsen "vertscel
t“PA’ptOducerende VL wwcaaviy vasue UGNy UTL Ga AT VCL

transficeret af en udtrykkelsesvektor, operabelt huser

DNA, som koder for vavstype-plasminogenaktivator.
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"Rekombinant-vartscelle-kultur” er en "vartscellekultur®
transficeret med en udtrykkelsesvektor, som operabelt
huser DNA, der koder for vavstype-plasminogenaktivator.
"Rekombinant-vartscelle-suspensionskultur”-systemer
foretrekkes.

En lang forskellige vartsceller kan anvendes ved udgvel-
sen af opfindelsen. Egnede vartsceller er fortrinsvis 1
stand til at transficeres med rekombinante vektorer, som
operabelt huser DNA, der koder for human vavstype-plas-
minogenaktivator, og ved udtrykkelse producere biologisk
aktiv human Vavstype—plasminogenaktivator og er modtage-
lig for vakst og opretholdelse i suspensionskultur. I
overensstemmelse hermed er enhver vartscelle, SOm pro—
ducerer t-PA og/eller ved rekombinant teknik kan bringes
til at producere t-PA, inden for opfingelsens omfang.
Vartsceller er fortrinsvis pattedyrceller og inkluderer
rekombinante human-vavstype-plasminogenaktivator—-secer—
nerende kinesisk-hamster—-ovarie-({(CHO)-celler (se EP
offentliggprelsesskrift nr. 93619, ovenfor) (ATCC nr.
CCL61).

Ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen dyrkes vartscel-
ler, som er i stand til at producere human vavstype-
plasminogenaktivator fgrst som en vakstsuspension i et
"vakstunderstgttende medium”. Dette vakstunderstgttende
medium kan vare ethvert inden for faget kendt standard
medium eller variationer deraf, som er i stand til at
understgtte en kultur af den bestemte cellelinie, som
anvendes til at fremstille humant vavstype-plasminogen-
aktivator [se f.eks. ATCC Media Handbook, Ed: Cote et
al., American Type Culture Collection, Rockville, MD,
U.S.A. (1984)]). Et vakstunderstgttende medium for pat-
tedyrceller indeholder f.eks. fortrinsvis et serumsup-
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plement, sidsom fetalt kalveserum, eller en anden supple-
rende komponent, der almindeligvis anvendes til at lette
cellevakst og -deling, sadsom hydrolysater af dyrekgd el-
ler mzlk, vav eller organekstrakter, mascererede koagler
5 eller ekstrakter deraf osv. Det indledende vekstunder-
stgttende medium kan ogsi vare et medium, som muligg@r
vakst og opretholdelse af vartscellerne og udtrykkelsen
af bhuman vevstype-plasminogenaktivator. Desuden kan der
anvendes et standard vakstmedium, som er deficient mht.
10 glycin og/eller hypoxanthin og/eller thymidin og/eller
indeholdende methotrexat, til at opretholde selektivt
tryk pa rekombinante CHO-celler indeholdende en udtryk-
kelsesvektor, der er i stand til at udtrykke human vavs-
type-plasminogenaktivator, savel som dihydrofolatreduk-
15 tase med en lav bindingsaffinitet for methotrexat. Andre
selekterbarer og/eller forstarkelige markgrer kan ogsa
anvendes. Andre egnede mediumkomponenter inkluderer

f.eks. transferin, insulin og forskellige metaller.

20 1 en udfgrelsesform sker der, efter at vertscellerne er
vokset til en passende celledensitet, f.eks. fra omkring
1:10%/ml til omkring 3 x 107/ml for CHO-celler, en fjer~
nelse af de skadelige komponenter i det veakstunderstpt-
tende medium ved mediumudskiftning fortrinsvis via

25 ”tverstrﬁmsfiltrering“. Tvaerstrgmsfiltrering henfgrer
til en filtreringsmide, hvorved en suspension af human-
vavstype-plasminogenaktivator-producerende celler strgm-
mer i1 det vasentlige parallelt med et filter, som er
permeabelt for en anden komponent i suspensionen end

30 celler.

Tvarstromsfiltreringsprocessen er karakteriseret ved et
sat strpmningsdynamiske parametre, herunder Re = Rey-
nolds tal, Y, = vagforskydningshastighed, AP = trykfald
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og TMP = transmembrantryk. Re, y, og AP vil afhange af

filtreringssystemets geometri, strpgmningsbetingelserne

og vaskeegenskaberne. Hvis der f.eks. anvendes et hul-

fiber-filtreringssystem, kan man udregne disse parametre
5 som fplger:

Re = 2pQg/ngnury
Yw = 4Qg/narp’
AP = 8QgLng/nary’

10
hvor p = cellesuspensionsdensiteten, Qg = suspensions-
recirkuleringshastitheden, ns = suspensionens viskosi-
tet, n = antallet af hylfibre, Rp = hulfibrens indre ra-

dius og L = hulfiberlangden. Lignende ligninger kan af-
15 ledes for andre strgmningsvejgeometrier. Det gennemsnit-
lige transmembrantryk kan udregnes som:

TMP = Pjn,—Pg-AP/2 = QfRnf7/A

20 hvor Pjp = indlgbstryk, Pg = filtrattryk, Qf = filtre-
ringshastighed, R = membranmodstand, A = membranareal og
n = filtratsviskositet. I en foretrukken udfgrelsesform
‘velges strgmningsvejgeometrien og arbejdsparametrene sa-
ledes at celleaflejringen pa filtfetingsmembranen mini-

25 meres, hvorved effektiviteten af separationsprocessen
férhﬂjes, og den forskydningsinducerede cellebeskadig-
else formindskes. Celleaflejringen kan bestemmes empi-
risk som:

30 DP = v1/2up/r2y3/2

hvor DP = aflejringsparameter, v = kinetisk viskositet,
U = filtreringshastighed, A = empirisk funktion af cel-

lekoncentration, Cc, 09 ro = celleradius. Dermed vil
35
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10

tverstrgmsfiltreringsprocessen blive defineret ved cel-
lesuspensionen (p, ng, nf, v, Ce og rc), valg af mem-
bran- og strpmningsgeometri n, rp, L, R og A) og sty-
ringen af arbejdsparametre (Qg og Qf). 1 en foretrukken
udfgrelsesform valges strgmningsvejgeometrien og ar-
bejdsbetingelserne saledes, at Re < 2100, og DP < 0,35.

Koncentrationen af skadelige komponenter reduceres ved
en tvarstrgmsfiltreringsproces, hvorved cellesuspensi-
onen recirkuleres igennem filtreringsapparétet, og en
portion af strgmmen tages fra som cellefrit filtrat. Et
konstant cellesuspensionsvolumen kan opretholdes ved
tilsetning af medier, som ikke indeholder skadelige kom~
ponenter. Den endelige restmaengde af skadelige komponen-
ter kan udregnes som:

hvor Cp = koncentration af skadelige komponenter i pro-
duktionssu;pensionen, Co = begyndelseskoncentration af
skadelige komponenter i cellevakstsuspensionen, Vy =
volumen af cellesuspension under medieudskiftning, e =
grundtallet for naturlig logoritme, Vg = volumen af ud-
skiftningsmedie og Vp = endeligt volumen af produktions-
suspensionen. Det volumen af udskiftningsmedie, som kra-
ves til at reducere koncentrationen af skadelige kompo-

nenter til et forud fastsat niveau, kan udregnes som
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hvor 1n = naturlig logoritme. Det er klart ud fra denne
ligning, at en foretrukken udfprelsesform af denne op-
findelse vil involvere en begyndelseskoncentration af
cellesuspensionen til en minimal vardi v¥ fogr den fgr-
nzvnte medieudskiftning med konstantvolumen. Reduktion
af koncentrationen af skadelige komponenter gennemfgres
og ledes ved 1) koncentrering af cellevakstsuspensionen
fra den oprindelige volumen Vg til V,; 11) gennemfgrelse
af medieudskiftning ved konstant volumen og I111) yder-
ligere reduktion, hvis Vy < Vp.

Hvis f.eks. volumenet af startcellekulturen fgr medium-
udskiftning er 100 liter, kan der opnas en samlet 10 000
ganges reduktion i koncentrationen af skadelige kompo-
nenter ved koncentrering af cellesuspensionen til 10
liter, gennemfgrelse af en medieudskiftning under anven-
delse af 45 liter medium og anvendelse af et produkti-
onsvolumen pa 1000 liter.

Det er siledes muligt kvantitativt at bestemme fortyn-
dingsfaktoren af det indledende vakstunderstgtningsme-
dium under mediumudskiftning sdledes, at mangden af de
skadelige komponenter i den resulterende vartscellesus-—
pension er under en forudfastsat koncentration, hvorvéd
de skadelige virkninger af s&danne komponenter minime-
res. Sidanne fortyndingsfaktorer kan bestemmes for hver
tjarch af vakstmedium. F.eks. kan pattedyrvakstmedier
suppleret med forskellige koncentrationer af serum krave
forskellige fortyndingsfaktorer for at reducere mgngden
af ugnskelige komponenter til funktionel akvivalente
koncentrationer, som tillader produktionen af farmaceu-
tisk acceptabel human vavstype-plasminogenaktivator. I
overensstemmelse hermed kan fortyndingsfaktoren valges
siledes, at mangden af serum i det endelige pattedyrcel-
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leudtrykkelsesmedium f.eks. er mindre end ca. 1% af den
totale, som blev anvendt fra starten. De her anvendte
filtreringsmembraner kan udvalges blandt alle de inden
for faget kendte, som har en egnet membran og konfigura-
tion, sadledes at de er i stand til at tilbageholde de
human-v&vstype—plasminogenaktivator-producerende celler
ifglge opfindelsen, medens de tillader de forskellige
skadelige komponenter at passere igennem. Saledes kan
man anvende enhver egnet membran, som muligger tilbage-
holdelsen af celler under de valgte vaeskedynamiske be-

'tingelser,-meQens‘den tillader de skadelige komponenter

at passere igennem til fjernelse. En gvre grense for
porestgrrelse pa omkring S um Og en nedre graznse pa om-
kring 0,1 pm vil vare egnede.

Det friske udskiftningsmedium er i det vasentlige frit
for de skadelige komponenter. F.eks. indeholder det
ingen vasentlige mengder af sadanne skadelige komponen-
ter som proteaser, neuramedidaser, protease inhibitorer
Oosv. Et sadant medium vil selvfglgeliq variere med den
celletype, som anvendes til at producere human vavstype-
plasminogenaktivator, og kan f.eks. valges blandt dem,
som er til radighed inden for faget. Det kan vare det
samme som det endelige udtrykkelsesmedium (af nemheds-
grunde) eller et eller andet mindre rigt medium, sdsom
et pufret isotonisk saltoplgsningsmedium.

Til de her beskrevne human-vavstype-plasminogenaktiva-
tor-producerende CHO-celler kan det endelige udtrykkel-
sesmedium f.eks. dannes ud fra et standard medium til
dyrkning af CHO-celler, som ikke suppleres med fetalt
kalveserum. Et eks. pa det endelige udtrykkelsesmedium
er en blanding af lige dele Delbecco-modificeret Eagles
medium (hgjglucose) og Ham's F-12 medium.
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1 andre udfpgrelsesformer kan de skadelige komponenter
udelukkes eller i det vasentlige udelukkes fgr dyrknin-
gen, eller de kan fjernes, f.eks. ved centrifugerings-
eller udfeldningsteknik.

Den humane vavstype-plasminogenaktivator isoleres og
renses derpa fra udtrykkelsesmediet og anvendes som far-
maceutisk middel til behandling af forskellige vaskulare
tilstande eller sygdomme.

B. Foretrukken udfgrelsesform .

I en foretrukken udfgrelsesform dyrkes CHO-celler, som
er i stand til at producere human vavstype-plasminogen-
aktivator, som en suspension i et CHO-medium suppleret
med fetalt kalveserum til en forud fastsat celledensi-
tet. Cellesuspensionen koncentreres derpa ved tvaer-
strpmsfiltrering. Serumet fjernes derefter fra den kon-
centrerede suspension ved tvarstrgmsfiltrering, medens
der kontinuert tilsattes serumfrit medium med samme
hastighed som serumholdigt medium fjernes. Aktiv human
vavstype-plasminogenaktivator produceres derefter af
CHO-cellerne suspenderet i det serumfrie udtrykkelses—
medium. Den siledes producerede humane vavstype-plasmi-
nogenaktivator secerneres af CHO-cellerne til udtrykkel-

sesmediet og kan separeres fra dette ved standard tek-
nik.

Dyrkningsbeholdere af forskellige kapaciteter anvendes
til at dyrke suspensioner af CHO-celler. Hver dyrknings-
beholder forbindes via indlgb med en rakke porgse tan-—
gentielstrgmsfiltre, som igen er forbundet via udlgb
tilbage til dyrkningskammeret. Efter vaksten pumpes sus-—

pensionerne af CHO-celler og medium indeholdende serum
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igennem rzkken af porgse tangentialstrgmsfiltre fgrst
for at koncentrere suspensionen og derefter for at til-
lade fjernelse af serumkomponenterne fra suspensionen
under mediumudskiftning. CHO-cellesuspensionen recirku-
leres igennem filtrerne og dyrkningsbeholderne, hvilket
muligger fjernelse af en portion af det gamle medium og
serumkomponenter. En forsyning af frisk sterilt udtryk-
kelsesmedium, som ikke indeholder serum, sattes til cel-
lesuspensionen for at opretholde et nominelt volumen i
dyrkningsbeholderen. Efter at serumkoncentrationen er
blevet reduceret pa denne mide til en forud fastsat kon-
centration ved kontinuert medium udskiftning, overfgres
cellerne via seriliserede rgr til en andenbeholder inde-
holdende serumfrit udtrykkelsesmedium, hvori der secer-
neres human vavstype-plasminogenaktivator. Derefter kan
den humane vavstype-plasminogenaktivator udvindes ved
standard teknik.

C. Eksemgler

Cellevakst, mediumudskiftning og produktionsfaser

Kinsisk-Hamster Ovary {CHO)-celler (ATCC nr. CCL61),
transficeret med udtrykkelsesvektoren pETPFR (se EP of-
fentligggrelsesskrift 93619 ovenfor) og derfor udtryk-
kene rekombinant t-PA, blev genoplivet fra opbevaring
over flydende nitrogen og dyrket i medium bestiende af
1:1 blanding af Ham's F-12 og Dulbecco-modificeret
Eagle-medium. Blandingen indeholdt ikke hypoxanthin
eller thymidin. Dialyseret eller diafiltreret fetalt
okseserum (7 vol. %) Og methotrexat (til 500 nM) sattes
til mediet. Cellerne blev dyrket i suspensionskultur i
glasbeholdere inkuberet ved omkring 37 °C. Celler blev
subdyrket, og populationen expanderet i dette medium for
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hver 3-5 dage. Nar der var akkumoleret tilstrakkeligt
celler, blev de overfgrt til en 10 liters fermenter af
rustfrit stdl til en yderligere vakstperiode pa omkring
3 dage. Til denne vakstfase blev mediesammensaztningen
@ndret til at give bedre celleudbytter og indeholdte
bade hypoxanthin og thymidin, men intet methotrexat. I
dette medium blev der inkorporeret udialyseret fetalt
okseserum (200 vol. %) og under den 3 dages vakstfase
forpgedes cellepopulationsdensiteten fra omk:ing 0,25 x
10° celler/mL til omkfing 1,0 x 10° celler/mL.

Cellerne blev derpa udsat for mediumudskiftning som be-
skrevet ovenfor, idet de blev resuspenderet i serumfrit
produktionsmedium i omkring 90 timer. Mediumudskift-
ningen blev frembragt som fglger:

Et hulfiber-tangentialstrgmsvigter og dermed forbundne
indlgbs- og udlgbsiliconegummirgr blev steriliseret i en
autoklav og derpd forbundet med 10 liters produktions-
beholderen via dampsteriliserbare forbindelser. Det an-
vendte filter var en polysulfon-hulfiberenhed (Fremstil-
ler: A.G. Technology, Inc., filter No. 1BZE100801AL)
indeholdende 280 hulefibre med 0,75 mm indre diameter og
numinelt 0,1 pm porer langs deres langder. Denne enhed |
havde et filtreringsarealt pa 0,386 m?. Cellerne blev
recirkuleret i igennem de hule fibre og tilbage til be-
holderen ved anvendelse af en Watson Marlow to-labs-pum-
pe. Der anvendtes en recirkuleringshastighed pa omkring
3,5 liter/min., og samtidig blev en portion af vasken
omtrukket og smidt vak som et klart filtrat med em has-
tighed pd.omkring 211 ml/min. P& denne mide blev cel-
lerne tilbageholdt, og kulturvoluminet reduceret til
omkring 5,2 liter. Ved dette tidspunkt blev frisk ste-
rilt serumfrit medium (af samme sammensatning som an-
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vendt tidligere, men uden indhold af okeserum eller kom-
ponenter afledt fra det) pumpet ind i dyrkningsbeholde~
ren med en hastighed pa omkring 211 ml/min., hvorved vo-
luminet holdtes konstant, medens det gamle medium blev
fortyhdet ud.

55 liter frisk serumfrit medium blev pumpet igennem sy-
stemet til opnielse af en beregnet reduktion i serumkon-
centrationen pd omkring 190 000 gange eller mindre end
0,0001 vol. %, nir en aliquot af cellesuspensionen sat-
tes til frisk serumfrit medium i en separat 10 liters
fermenter af rustfrit stil. Cellerne blev derpa inku-
beret i produktionsfasen i omkring 90 timer ved 37 °C.
Prgver blev udtaget fra kulturen, klaret ved centrifu-
gering og opbevaret ved -20 °C til efterfslgende ana-
lyse.

I et andet eksempel, som blev kgrt parallelt, var alle
de anvendte betingelser celler og medier magen til und-
tagen hulfilteret. I dette tilfazlde indeholdt filteret
290 hule filtre og havde et filtreringsareal pa 0,40 m?,
men var i gvrigt magen til det, der er beskrevet ovenfor
(Fremstiller: A.G. Technology, Inc., filter No. 1810902
AL).

Analysemetoder.

Prgver blev behandlet og analyseret for at pavise de
skadelige virkninger af okseserum pa t-PA produceret af
de i disse eksempler anvendte CHO-celler. Prgver af den
klarede cellekulturvaeske fra den serumfrie produktions—
fase blev optget, reduceret med B-mercaptoethanol og un-
derkastet S.D.S. elektrophorese under anvendelse af det
diskontinuerte laemmli-system (Laemmli, Nature, 227,
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680, (1970)). De pa denne made separerede proteiner blev
underkastet splvfarvning(Morrissey, Anal. Biochem. 117,
307, (1981)) eller blev overfgrt til et nitrocellulose
ark (overfgrsel i 4 timer ved 8 °C og 0,5 A pa 0,45 pm
nitrocellulose under anvendelse af metoden beskrevet af:
Towbin et al., PNAS 76, 6350, (1979)}). t-PA-proteinerne,
proteinfragmenter og komplekser med hgj molekylvagt
indeholdende t-PA blev visualiseret pa nitrocellulose-
arket ved en indirekte enzymforbundet i monoprgvnings-
teknik beskrevet som fglger: en indledende reaktion med
de bundne t-PA-proteiner og kanin-anti-t-PA-antistof
blev efter fulgt af behandling med et andet antistof.
Dette var et peberrodperoxidase-forbundet anti-kanin-IgG
(dannet i geder). Efter denne reaktion resulterede til-
s@tning af chromophoren 4-Cl-nathol i H20; og PBS i
farveudvikling i omrdderne af bundet antistof, hvilket
viser de elektrophoretiske mgnstre af t-PA og forbundne
proteiner. Ved anvendelse af disse teknikker kunne t-
PA'ens tilstand i de rd dyrkningsvasker saledes bestem-
mes uden yderligere rensning.

Resultater

For at pavise de skadelige pavirkninger af fetalt okse-
serum pA t-PA blev prgver fra produktionsfasen inkuberet
med phosphatpufret saltoplgnsing (PBS) eller med 0,175
vol. % eller 1,75 vol. % fetalt okseserum i 22 timer
eller 46 timer, fgr de blev analyseret som beskrevet
ovenfor. Resultater af dette er vist i den sglvfarvede
gel i fig. 1 og den tilsvarende immuafdupning i fig. 2.

Fig. 1 er en spglvfarvet gel af t-PA-prgver opnaet som
beskrevet ovenfor.
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Fig. 2 er en immunoafdupning af en jdentisk gel vist i

fig. 1.

I figurene viser

10

Bane nr. Prgve
1 Molekylevagtstandarder [92,5 kilodalton

(K), 66,2K, 45K, 31K, 21,5K, 14,4K]
Autentisk t-PA-referencestandarder

Cellekulturvasker indeholdende t~PA (labo-
ratoriereference)

Cellekulturvaske fra produktionsfase-prgve
Produktionsfase-prgve; inkuberet i 22 timer
ved 37 °C med phosphat pufret saltoplgsning

(PBS).

Produktionsfase-prgve; inkuberet i 46 timer
ved 37 °C med PBS.

Tom bane

Produktionsfase-prgve; inkuberet i 22 timer
ved 37 °C med 0,175 vol.% fetalt okseserum
(FBS).

Produktionsfase-prgve; inkuberet i 46 timer
ved 37 °C med 0,175 vol.% FBS.

0,175 vol.3% FBS alene; inkuberet i 22 timer
ved 37 °c.




10

15

20

25

30

35

B e R T i PO

DK 175366 B1

19
11 0,175 vol.% FBS alene; inkuberet i 46 timer
ved 37 °C.
12 Produktionsfase-prgve; inkuberet i 22 timer

ved 37 °C med 1,75 vol.% FBS.

13 Produktionsfase-prgve; inkuberet i 46 timer
ved 37 °C med 1,75 vol.% FBS.

14 1,75 vol.% FBS alene; inkuberet i 22 timer
ved 37 °cC.

15 1,75 vol.% FBS alene; inkuberet i 46 timer
ved 37 °cC.

1 fig. 1 og 2 er banerne 2 og 3 t-PA-referencestandarder
(hvor enkelt-kade-t-PA viser sig som bandet ved hgj
molekylvagt og 2-kade-t-PA viser sig som bandene ved den
lavere molekylvagt).

De iagttagne skadelige virkninger af at have fetalt
okseserum (FBS) tilstede er a) at forarsage en forsvin-
den af intakt t-PA med en ledsagende opsamling af for-
skellige proteolytisk spaltede former og fragmenter
deraf (se banerne 8 og 9 i fig. 2) og b} dannelsen af
kompleks materiale med hgjere molekylvagt i omradet 90-
200 kilodalton (se banerne 12 og 13 i fig. 2.

Resultaterne viser, at nir den serumfrie cellekultur-
veske, opnds som beskrevet ovenfor under "cellevakst,
mediumudskiftning og produktionsfaser™, blev inkuberet i
nerver af PBS i 22 eller 46 timer, forblev den i det
vasentlige uandret (se banerne 5 og 6 i fig. 1 og 2).
Derimod sker der bade proteolytisk nedbrydning og dan-
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nelse af komplekser af t-PA med hgj molekylvaegt, hvis
fetalt okseserum far lov til at blive i produktionsfase-
cellekulturmediett Fjernelse af serum ved den her be-
skrevne mediumudskiftningsproces fjerner i det vasent-

5 lige dets skadelige virkninger.
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Patentkrav:

- i A - - o S v = S - - ——

1. Fremgangsmdde til fremstilling af biologisk aktiv
vavstype-plasminogen-aktivator i en rekombinant-varts-
celle-kultur, som er i stand til ved rekombinant-ekspres-
sion at producere biologisk aktiv human vavstype-plas-

minogen-aktivator, k e n detegne tved, at

a) rekombinant transficerede vertsceller i suspensions-
kultur dyrkes i et vakstunderste¢ttende medium, som mulig-

gor vaksten og opretholdelsen af vartscellerne,

b) komponenter i dyrkningsmediet, som er skadelige for
udvindingen og den biologiske aktivitet af den humane
vevstype-plasminogen-aktivator, fjernes fra mediet under
bevarelse af vartscellernes ekspressionsevne ved hjzlp af
en tvarstromsfiltreringsproces karakteriseret ved et sat
af fluiddynamiske parametre under anvendelse af et fil-
treringsapparat med en egnet membran, sdledes at celle-~

suspension recirkuleres gennem filtreringsapparatet, og

-en portion af mediet fjernes som cellefrit filtrat, idet

den homogene karakter af cellekultursuspensionen bibehol-

des,

c) filtrat erstattes med et medium uden komponenter, som
er skadelige for udvindingen og den biologiske aktivitet

af human vaevstype-plasminogen-aktivator,

d) den biologisk aktive humane vavstype-plasminogen-akti-

vator isoleres fra den mediumudskiftede kultur.
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2. Fremgangsmade ifeolge krav 1, k e nd e t e gne-¢t
ved, at tvarstrmmsfiltreringen gennemferes over en flad

filtreringsmembran.

5 3. Fremgangsmidde ifplge krav 1, k e nd e t e gnet
ved, at tvarstrgmsfiltreringen gennemfores over veggen af

en porgs hul fiber.

4. Fremgangsmade ifplge krav 1, k en d e t e gnet
10 ved, at tvarstrgmsfiltreringen gennemf¢res over en spi-

ralopvundet membran.

5. Fremgangsmdde ifplge krav 1, Kk e nd e t e gnet
ved, at de vakst- og cellereplicerings-understottende
15 mediumkomponenter er afledt fra blod eller vav eller de-

rivater deraf.

6. Fremgangsmade ifplge krav 1, kendetegnet
ved, at vartscellerne omfatter pattedyrceller, som er i

20 stand til at producere human vavstype-plasminogen-aktiva-
tor.

7. Fremgangsmade ifplge krav 6, k e n d e t e gne¢t
ved, at pattedyrcellerne omfatter rekombinant transfice-
25 rede CHO-cellér.

8. Fremgangsmade ifplge krav 1, k e nd e t e gne t
ved, at vartscellerne indeholder en ekspressionsvektor,
som er i stand til at udtrykke human vavstype-plasmino-
30 gen-aktivator og en opformérbar markor, og at cellerne
dyrkes i et medium valgt ééledes at der opretholdes se-
lekfionstryk'til gunst for celler, der indeholder multi-

ple kopier af den opformérbare marke¢r, forud for trin
(d).




DK 175366 B1

23

9. Fremgangsmade ifplge krav 8, k e n d e t e g n e t
ved, at den opformérbare marker er dihydrofolatreductase
med lav bindingsaffinitet for methotrexat, og at mediet
. valgt saledes, at der opretholdes selektionstryk, inde-

5 holder methotrexat.

10. Fremgangsmdde ifglge krav 1, ken d e t e gn e t
ved, at tvarstromsfiltreringsprocessen er karakteriseret
ved en celledeponeringsparameter, DP, og et sat af fluid-
10 dynamiéke parametre, som inkluderer Reynolds_tal, Re, og
at cellesuspenéionen, apparatet 'og apparatets drifts-
betingelser valges saledes, at Re er mindre end 2100, og

DP er mindre end 0, 35.
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