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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Verfahren zur Steigerung des Titers eines Proteins von Interesse in einer Zelle
sowie die verbesserte Produktion und Reinigung von optimierten Biomolekiilen, deren Bestandteil u.a. die Doméne Cy3 ist. Ein oft-
mals beobachteter Effekt bei Biomolekiilen ist die Abspaltung der C-terminalen Aminosiure(n), z.B. des C-terminalen Lysins. Die
zumeist unvollstindige Prozessierung beispielsweise der schweren Kette von Antikdrpern fithrt zu Produktheterogenitdt. Zur Ver-
meidung dieser Produktheterogenitét wurde mittels rekombinanter DNA-Technologie das entsprechende Codon des C-terminalen
Lysins der schweren Antikorperkette deletiert. Diese optimierten Antikdrper filhren zu einem, im Vergleich zum Wildtyp, erhdhten
Produkttiter. Zusétzlich erweisen sie sich als vorteilhaft in der Reinigung durch ein besseres Elutionsverhalten aufgrund der redu-
zierten Ladungsheterogenitit.
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VERFAHREN ZUR STEIGERUNG VON PROTEINTITERN

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

TECHNISCHES GEBIET

Die Erfindung betrifft optimierte Proteine, insbesondere Antikorper Fc-Teile, bzw.
Fc-Fusionsproteine und Verfahren zur Herstellung bzw. biopharmazeutischen
Produktion solcher optimierten Antikdrper und Fc-Fusionsproteine mit gesteigerter
Produktivitat sowie ein Verfahren zur Produktion und Aufreinigung von Proteinen,
wobei das produzierte Biomolekul vollstandig homogen bezlglich des C-

terminalen Lysins ist.

HINTERGRUND

Biomoleklle wie Proteine, Polynukleotide, Polysaccharide und dergleichen
gewinnen als Medikamente, als Diagnostika, als Zusatzstoffe in Nahrungsmitteln,
Waschmitteln und dergleichen, als Forschungsreagenzien und fur viele weitere
Anwendungen zunehmend an kommerzieller Bedeutung. Der Bedarf an solchen
Biomolekulen lasst sich - z.B. im Falle von Proteinen - in aller Regel nicht mehr
durch Isolierung der Molekule aus natdrlichen Quellen befriedigen sondern
erfordert den Einsatz biotechnologischer Produktionsmethoden.

Die biotechnologische Herstellung von Proteinen beginnt typischerweise mit der
Isolierung der DNA, die fur das gewlnschte Protein kodiert, und deren Klonierung
in einen geeigneten Expressionsvektor. Nach Transfektion des rekombinanten
Expressionsvektors in geeignete prokaryontische oder eukaryontische
Expressionszellen und anschlielRender Selektion transfizierter, rekombinanter
Zellen werden letztere in Fermentern kultiviert und das gewulnschte Protein zur
Expression gebracht. Anschliefend erfolgt die Ernte der Zellen bzw. des
Kulturiberstandes und die Aufarbeitung und Reinigung des darin enthaltenen
Proteins.
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Im Falle von Biopharmazeutika, wie etwa als Medikamente eingesetzten
Proteinen, z.B. therapeutischen Antikérpern, ist die Produktausbeute
entscheidend. Daruber hinaus ist auch die Abtrennung von Verunreinigungen von
Bedeutung. Hierbei kénnen prozess- und produktabhangige Verunreinigungen
voneinander unterschieden werden. Die prozessabhangigen Verunreinigungen
beinhalten Komponenten der Wirtszellen wie Proteine und Nukleinsauren oder
stammen aus der Zellkultur (wie Medienbestandteile) sowie aus der Aufarbeitung
(wie etwa Salze oder abgeldste Chromatographie-Liganden). Darlber hinaus
treten produktabhangige Verunreinigungen auf. Diese sind molekulare Varianten
des Produkts mit abweichenden Eigenschaften. Hierzu zahlen z.B. verkurzte
Formen wie Vorlaufer und hydrolytische Abbauprodukte, enzymatische
Abspaltung von C-terminalen Aminosaureresten von Proteinen, aber auch
modifizierte Formen, entstanden Dbeispielsweise durch Desaminierungen,
unterschiedliche Glykosylierungsmuster oder falsch verknUpfte Disulfidbricken.
Ebenso zu den produktabhangigen Varianten zahlen Polymere und Aggregate. Als
Kontaminanten werden alle weiteren Materialien chemischer, biochemischer oder
mikrobiologischer Natur bezeichnet, die nicht direkt zum Herstellungsprozess
gehoren. Weitere Kontaminanten sind z.B. Viren, die unerwlnschter Weise in

Zellkulturen auftreten kbnnen.

Eine hé&ufig beobachtet Produktvariante bei der Uberexpression von
rekombinanten Antikérpern oder Fc-Fusionsproteinen in Saugetierzellen zur
Herstellung von neuen biopharmazeutischen Arzneimitteln beruht auf der
Heterogenitat am C-Terminus der schweren Kette von Immunoglobulinen durch
enzymatische Abspaltung des C-terminalen Lysins. Zur exakten Beschreibung
dieser Heterogenitat missen hoch auflosende analytische Methoden entwickelt
werden. FUr die Detektion und Quantifizierung der Ladungsheterogenitat werden
in der Qualitatskontrolle der pharmazeutischen Industrie folgende Methoden
eingesetzt: Cation lon Exchange Chromatography (CIEX), Isoelektrische
Fokussierung (IEF) (nur Detektion), capillary Isoelectric Focusing (clEF) sowie
Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LCMS). Jede produzierte Charge
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muss unter anderem bezuglich dieser Modifizierung bewertet und freigegeben
werden.

Bei vielen der auf dem Markt befindlichen Moleklle dieser Klasse sind diese
Produktheterogenitaten am C-Terminus der schweren Kette beschrieben. Dabei
wird zwischen Antikérpermonomeren mit vollstandig abgespaltenen Lysin (LysO0),
mit einem abgespaltenen Lysin (Lys1) und ohne Lysinabspaltung (Lys2) am C-
Terminus der schweren Kette unterschieden. Die verschiedenen unvollstandig
prozessierten Moleklle (Lys1 und Lys2) kénnen bis zu 30% innerhalb einer
Charge betragen (Santora et al. (1999) Analytical Biochemistry, 275(1): p. 98-
108). Bei dem Herstellungsprozess von Remicade® (Infliximab) betrug die
Heterogenitat wahrend der Fermentation ca. 20% (LysO und Lys1) und 80% (Lys2)
(FDA, Product Review on Remicade, 1998). Weitere Beispiele fur C-terminale
Lysin-Prozessierung bei monoklonalen Antikbrpern siehe Tabelle (Harris, R.J,
(1995) Journal of Chromatography A, 705 (1), pp. 129-134).

Protein Aminosaure Zelllinie/Quelle Referenz

rCD4-IgG Lys transfizierte CHO R.J. Harris, K.L. Wagner and M.W. Spellman, Eur.

J. Biochem., 194 (1990) 611-620

rhu MabHER2 Lys transfizierte CHO R,J. Harris, A.A. Murnane, S.L. Utter, K.L,
Wagner, E.T. Cox, G. Polastri, J.C. Helder and

M.B. Sliwkowski, Bio/Technology, 11 (1993) 1293-

1297

OKT3 Mab Lys Hybridoma P. Rao, A. Williams, A. Baldwin-Ferro, E.
Hanigan, D. Kroon, M. Makowski, E. Meyer, V.
Numsuwan, E. Rubin and A. Tran, BioPharm, 4
(1991) 38-43.

OKT3 Mab Lys Hybridoma P. Rao, A. Williams, A. Baldwin-Ferro, E.
Hanigan, D. Kroon, M. Makowski, E. Meyer, V.
Numsuwan, E. Rubin and A. Tran, BioPharm, 4
(1991) 38-43.

CEM231 Mab Lys Hybridoma J.P. McDonough, T.C. Furman, R.M. Bartholomew
and R.A. Jue, US Pat. 5126 250 (1992)

CEM231 Mab Lys Hybridoma J.P. McDonough, T.C. Furman, R.M. Bartholomew
and R.A. Jue, US Pat. 5126 250 (1992)

Hu-anti-Tac Mab Lys transfizierte SP2/0 D.A. Lewis, A.W. Guzzetta, W.S. Hancock and M.
Costello, Anal. Chem., 66 (1994) 585-595.

2-Chain tPA Arg transfizierte CHO

2-Chain tPA Arg Melanoma

hu EPO Arg humanes Urin M.A. Recny, H.A. Scoble and Y. Kim, J. Biol.
Chem., 262 (1987) 17156-17163

rhu EPO Arg transfizierte CHO M.A. Recny, H.A. Scoble and Y. Kim, J. Biol.

Chem., 262 (1987) 17156-17163
Quelle: Harris, R.J. (1995) Journal of Chromatography A, 705 (1), pp. 129-134
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Die Ursache flur diese Produktheterogenitéat ist bisher nicht bekannt. Es ist unklar,
ob die Struktur der Kette, die Wirtszelle oder die Fermentationsbedingungen und
damit unterschiedliche metabolische Prozesse in der Zelle einen wesentlichen
Einfluss nehmen. Weiterhin ist bisher unbekannt, an welche Stelle der
Produktherstellung in der Zelle (co-translational, post-translational), an welchem
Ort und durch welche Carboxypetidase die Abspaltung des Lysins erfolgt.
Mogliche Chargenschwankungen konnen somit nicht verhindert werden und
Gegensteuerung ist somit nicht gezielt moglich.

Produktheterogenitaten kénnen auch durch andere C-terminale Aminosaure-
Deletionen verursacht werden, wie z. B. durch eine Deletion des C-terminalen
Arginins bei den Proteinen tPA oder EPO (Harris, R.J, (1995) Journal of
Chromatography A, 705 (1), pp. 129-134).

Als Ausgangspunkt fur die Bewertung der Produktionscharge dienen die
physikochemikalischen Produkteigenschaften, die Reinheit, die Homogenitat
sowie die Wirksamkeit und Sicherheit des Produkts.

Elektrophoretische  (IEF) bzw. chromatographische (IEC, SEC, RP)
Trennverfahren sowie massenspektroskopische Verfahren (MS, ESI, MALDI)
dienen zur Bewertung der Produktreinheit und Produktheterogenitat .

Die Kontrolle der Produktreinheit stellt die ausreichende Abreicherung von
Verunreinigungen und die Entfernung von im Herstellungsverfahren durch
enzymatische, mechanische oder chemische Vorgange entstandenen
Spaltprodukten und aggregierten Proteinmolekllen sicher. Die Bewertung der
Produkthomogenitat  erfolgt primar anhand der Abweichungen im
Glykosylierungsmuster und der Ladungsheterogenitat. Die Wirksamkeit eines
Produktes beschreibt dessen biologische Aktivitat, die sich bei Antikbrpern aus
Eigenschaften wie das Antigenbindungsvermogen, die Induktion von
Effektorfunktionen, Serum-Halbwertszeit u.a. zusammensetzt. Bestimmende
Faktoren fur die Produktsicherheit sind u.a. die Sterilitat und die bakterielle
Endotoxinbelastung der Produktcharge.
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Aufgrund der Vielzanl an Kontrollwerten, die bei einer erzeugten
Produktionscharge flr dessen Freigabe gewahrleistet bzw. eingehalten werden
mussen, ist eine Reduktion der Kontrollwerte, z. B. durch Eliminierung des die

Charge beeinflussenden Parameters, erstrebenswert.

Weiterhin ist bei der biotechnologischen Herstellung von Proteinen ein hoher
Produkttiter und eine hohe spezifische Produktivitat der Zellen winschenswert.

Es ergibt sich somit die Aufgabe, einen verbesserten Herstellprozess bereit zu
stellen. Hinsichtlich der Produktexpression, der Produktreinigung und
Produktstabilitat durfen bei der Herstellung keine negativen Einflisse auftreten.

Die vorliegende Erfindung I0st diese Aufgabe Uberraschend durch ein Verfahren
zur Herstellung von Proteinen, welches eine gesteigerte Ausbeute ermoglicht,
indem bereits auf DNA-Ebene das C-terminal kodierende Kodon (z.B. Lysin)
entfernt und anschlielend ein Stopp-Kodon eingeflgt wird. Dieses Verfahren
ermoglicht eine Steigerung des Proteintiters, insbesondere von Antikorpern, die

eine C-terminale Lysin-Deletion an den schweren Ketten aufweisen.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

Die vorliegende Erfindung beschreibt rekombinante DNA Konstrukte von
Proteinen, insbesondere von AntikGrpermolekilen wie IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 und
Fc-Fusionskonstrukte, die eine Deletion des C-terminalen Lysins aufweisen. Durch
die durchgefihrte Anderung des Expressionskonstruktes und die Deletion des C-
terminalen Lys-Kodons werden nur noch Molekule mit einem homogen C-

Terminus der schweren Kette hergestellt.

Bei der Uberexpression von beispielsweise rekombinanten Antikdrpern oder Fe-
Fusionsproteinen in  Saugetierzellen  zur  Herstellung von  neuen
biopharmazeutischen Arzneimittel treten haufig Molekule auf, die am C-Terminus
der schweren Kette Heterogenitaten aufweisen. Das gereinigte Endprodukt weist
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bezlglich des C-Terminus der schweren Kette drei unterschiedliche Spezies auf:
1) vollstandige Ketten mit C-terminalem Lysin gemafy der DNA Sequenz (Lys 2)
oder 2) unvollstandige Kette (Lys 1) und 3) Deletion des C-terminalen Lysins an
beiden Ketten (Lys 0). Die Anteile der beiden Spezies sind nicht vorhersagbar.
Somit kdénnen Unterschiede je nach Zelle, Fermentationsbedingungen und
Herstellcharge auftreten. Es ist unklar, ob die AntikGrperstruktur einen Einfluss auf
diese intrazellulare enzymatische Abspaltung des Lysins hat.

Bei den bisher auf dem Markt befindlichen Molekulen wurde derart verfahren, dass
die komplette DNA-Sequenz der schweren Kette exprimiert wird und auftretende
Heterogenitaten am C- Terminus mit hohem Aufwand analysiert und dokumentiert
werden. Zur Charakterisierung des Produktes missen somit exakte Methoden zur
Analyse des C-Terminus entwickelt werden und alle Chargen bezuglich dieses
Merkmals analysiert werden (Alexandru C. Lazar et al; Rapid Commun. Mass
Spectrum. 2004; 18: 239-244, Lintao Wang et al; Pharmaceutical Research,
Vol.22, No.8, 2005). Der Aufwand =zur Analyse der auftretenden
Produktheterogenitaten ist somit hoch. Eine Reduktion des Analysenaufwandes

und der Analysekosten ware winschenswert.

Die Ursache der beschriebenen Produktheterogenitat ist bisher nicht bekannt. Es
ist unklar, ob die Struktur der Kette, die Wirtszelle oder die
Fermentationsbedingungen und damit unterschiedliche metabolische Prozesse in
der Zelle einen wesentlichen Einfluss nehmen. Weiterhin ist bisher unbekannt, an
welcher Stelle der Produktherstellung in der Zelle (co-translational, post-
translational), an welchem Ort und durch welches Enzym die Abspaltung des
Lysins erfolgt. Mogliche Chargenschwankungen kénnen somit nicht verhindert

werden und Gegensteuerung ist somit nicht gezielt moglich.

Es gibt bisher keinen Hinweis, dass bei der Applikation dieser Produkte aufgrund
der Heterogenitat im  C-Terminus nachteilige  Effekte, wie z.B.

immunopathologische Nebenwirkungen, auftreten. Daher scheint auch die nicht
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native Sequenz ohne C-terminales Lysin hinsichtlich der klinischen Wirksamkeit

und Vertraglichkeit unbedenklich und der nativen Sequenz gleichwertig zu sein.

Bisher sind jedoch keine Konstrukte fur therapeutische Proteine, insbesondere
Antikorper oder Fc-Fusionskonstrukte, mit der Deletion des C-terminalen Lys-
Kodons beschrieben, denn das C-terminale Lysin in der schweren Kette von IgGs
ist hoch konserviert.

Abweichend von dem Stand der Technik wurde bei der vorliegenden Erfindung
bereits auf DNA-Ebene am 3 Ende das Kodon flr Lysin beim
Expressionskonstrukt fur die schwere Kette von AntikGrpern deletiert. Bei allen IgG
Subtypen ist der C-Terminus der schweren Kette sehr konserviert und das Lysin
am C-Terminus ist zum Beispiel sowohl bei humanen als auch Maus AntikGrpern
immer vorhanden. Aufgrund dieses Sachverhaltes ist zu erwarten, dass das Lysin
fur die Expression, Faltung oder Sekretion eine wesentliche Bedeutung hat.
Uberraschender Weise konnte in unseren Experimenten mit unterschiedlichen IgG
Klassen jedoch erstmalig gezeigt werden, dass trotz Deletion des C-terminalen
Lysins die Molekulle in tierischen Zellkultursystemen exprimiert werden und die
native Proteinstruktur ins Medium sezerniert wird. Besonders Uberraschend
hierbei ist die beobachtete und vollkommen unerwartete Steigerung der
Produkttiter beim Einsatz dieser Konstrukte. Dies ist im Hinblick auf die hohe
Konservierung der C-terminalen Lysin-Position in den bevorzugt humanen
Immunoglobulinen unerwartet. Der Produkttiter ist beim Einsatz dieser
Expressionskonstrukte um mindestens 10 %, bevorzugt mindestens 20% und
besonders bevorzugt um mindestens 50% gesteigert.

Die Vermeidung der Produktheterogenitat durch die Lys-Kodondeletion konnte
zudem durch die Analyse produzierter Antikorper-Isotypen qualitativ und
quantitativ belegt werden. Fdr zwei verschiedene Isotypen (IgG1 und IgG4)
wurden zum Vergleich der Wildtyp-AntikGrper und die entsprechende Lysin-
Deletionsmutante exprimiert und gereinigt. Im Anschluss erfolgte die
Proteincharakterisierung. Daruber hinaus konnte entgegen den Erwartungen
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gezeigt werden, dass die Produkttiter um mindestens 10-20% gesteigert werden
konnte. FUr die Aufarbeitung des Produktes (Protein A Affinitatschromatographie)
und die Proteincharakterisierung wurden keine nachteiligen Effekte der Lysin-
Kodondeletion festgestellt. Die weitere Analyse des Reinigungsverfahrens und der
Produktcharakterisierung  (Produktausbeute, = Aggregationsverhalten) ergab
ebenfalls keinen nachteiligen Einfluss der Lys-Deletionsmutanten. Aufgrund der
hoheren Robustheit fur den Herstellprozess, der Reduktion des analytischen
Aufwandes und der gesteigerten Produkttiter ist dieses neue Verfahren dem
bisherigem Stand der Technik deutlich Uberlegen.

Der wesentliche Vorteil zum jetzigen Stand der Technik ist, dass unter
Verwendung dieser Konstrukte nur die Variante des C-Terminus ohne Lysin fur die
schweren Kette auftreten kann. Somit entfallt eine Moglichkeit fur
Chargenschwankungen und der Anteil an Produktcharakterisierungsarbeiten.
Besonders uberraschend ist bei der vorliegenden Erfindung, dass die Konstrukte
ohne C-terminales Lysin zu gesteigerten Produkttitern fihren, was fur eine hohe
Ausbeute besonders vorteilhaft ist.

Die vorliegende Erfindung lasst sich bevorzugt auf Prozesse zur Herstellung von
rekombinanten  Antikérpern und/oder  Fc-Fusionsproteinen anwenden. Die
vorliegende Erfindung lasst sich jedoch auch auf andere Moleklle anwenden, die
C-terminale Aminosauredeletionen aufweisen. Beispiele hierfur sind EPO und tPA,
bei denen C-terminale Arginin-Deletionen auftreten.

Die Erfindung betrifft die verbesserte Produktion und Reinigung von optimierten
Proteinen, deren Bestandteil u.a. die Immunoglobulin-Domane Cx3 ist. Ein oftmals
beobachteter Effekt bei diesen Proteinen ist die Abspaltung des C-terminalen
Lysins. Diese zumeist unvollstandige Prozessierung der schweren Kette flhrt zu
Produktheterogenitat. Zur Vermeidung dieser Produktheterogenitat wurde mittels
rekombinanter DNA Technologie das entsprechende Kodon des C-terminalen
Lysins der schweren Antikorperkette deletiert. Diese Deletion im optimierten
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Antikorper fuhrt Gberraschender Weise nicht zu einem Nachteil bei der Expression
bzw. intrazellularen Proteinprozessierung sondern zu einem, im Vergleich zum
Wildtyp, erhdhten Produkttiter. Zusatzlich erweisen sich die optimierten AntikGrper
als vorteilhaft in der Reinigung durch ein besseres Elutionsverhalten aufgrund der
reduzierten Ladungsheterogenitat und sie zeichnen sich durch eine verbesserte
Homogenitat aus. Zudem ist vorteilhaft, dass bei der Reinigung des Proteins von
Interesse eine niedrigere Salzkonzentration zum Einsatz kommt im Vergleich zur

Aufreinigung eines Proteins ohne die Deletion der C-terminalen Aminosaure.

Die vorliegende Erfindung ergibt sich nicht aus dem Stand der Technik. Zum
gegenwartigen  Zeitpunkt muss die  Produktheterogenitat fur jede
Produktionscharge analysiert werden bevor eine Freigabe erfolgen kann. Fur die
qualitative und quantitative Bestimmung der Heterogenitat von Lysinresten am C-
Terminus der schweren Kette muUssen arbeits- und kostenintensive
Analysemethoden eingesetzt werden.

Als etablierte Methoden zur quantitativen Bestimmung der AntikOrperisoformen
werden in  der Qualitatskontrolle  der  pharmazeutischen  Industrie
saulenchromatographische Trennmethoden (schwache Kationentauscher, WCX)
z.T. in Kombination mit Massenspektroskopie (LC-MS) oder elektrophoretische
Trennmethoden eingesetzt (kapillare Isoelektrische Fokussierung, CIEF). Die gel-
isoelektrophoretische Fokussierung erlaubt lediglich eine qualitative Bewertung

der Lysin-Heterogenitat.

Ein Ansatz zur Reduzierung der Ladungsheterogenitat durch C-terminale
Lysinreste der schweren Antikorperkette ist in bestehenden Verfahren zur
Verringerung der Heterogenitat von monoklonalen Antikbrpern beschrieben
(EP0361902, US5126250). Eine Reduzierung der Heterogenitat wird hier durch
verschiedenen Methoden bewirkt, wie der pH-Wertabsenkung, der enzymatischen
Abspaltung C-terminaler Lysinreste durch Carboxypeptidase oder die Zugabe von

AscitesflUssigkeit.
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Bei dem enzymatischen Verfahren erfolgt die Reduktion der Ladungsheterogenitat
uber die Abspaltung von C-terminalen Lysinresten der schweren Kette von
Immunoglobulin  Antikbrpern mittels des Enzyms Carboxypeptidase. Dieses
Verfahren erreicht allerdings nur eine Umwandlung von 95% der Antikérper in die
homogene Antikorperform (Lys0). Weitere Verfahren bestehen in der Inkubation
der heterogenen Antikorperformen mit Ascitesflussigkeit in verschiedenen
Verhaltnissen (2:1 bis 1:10) oder in der pH-Wert Absenkung des Kulturmediums.
Die Effizienz dieser Verfahren zur C-terminalen Lysin Abspaltung betragt ebenfalls
nur ca. 95%. Alle Verfahren sind zudem zeitaufwandig (>24h).

BESCHREIBUNG DER ABBILDUNGEN
ABBILDUNG 1: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER REKOMBINANTEN
VEKTOREN

Die hier dargestellten Vektoren werden zur Expression der monoklonalen
Antikorper vom 1gG1- und IgG4-Isotyp in CHO-DG44 Zellen eingesetzt. Bei ,P/E”
handelt es sich um eine Kombination aus CMV-Enhancer und Hamster Ub/S27a-
Promotor, bei ,CMV* um eine Kombination aus CMV-Enhancer und —Promotor,
bei ,P* lediglich um ein Promotorelement und bei ,T* um ein Terminationssignal fur
die Transkription, das zur Polyadenylierung der transkribierten mRNA bendtigt
wird. Die Position und Richtung der Transkriptionsinitiation innerhalb jeder
Transkriptionseinheit wird durch einen Pfeil angezeigt. Der amplifizierbare
Selektionsmarker Dlhydrofolat-Reduktase ist mit ,dhfr® abgeklrzt. Der
Selektionsmarker Neomycin-Phosphotransferase ist mit ,npt* gekennzeichnet und
die durch Punktmutation F240l erzeugte Neomycin-Phosphotransferase-Mutante
mit ,npt F2401°. ,1gG1 HC" kodiert fur die schwere Kette des Wildtyp F19-
Antikorpers vom 1gG1 Isotyp und ,lgG1-Lys® fir die schwere Kette dieses
Antikérpers mit einer C-terminalen Lysin-Deletion. ,lgG4 HC* kennzeichnet das
Gene fur die schwere Kette des IgG4-Wildtyps und ,lgG4-Lys® wiederum die
schwere Kette des IgG4s mit einer C-terminalen Lysin-Deletion. ,LC* kodiert fur

die leichte Kette des IgG1- bzw. IgG4-Antikorpers.
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ABBILDUNG 2: EINFLUSS DER C-TERMINALEN LYSIN-DELETION AUF
DIE TRANSIENTE EXPRESSION EINES IGG1-ANTI-
KORPERS
Zur Prufung, ob das konservierte C-terminale Lysin der schweren Kette einen
Einfluss auf die Expression oder Sekretion des IgG1 Moleklls hat, wird eine Co-
Transfektion von CHO-DG44 Zellen mit den Plasmidkombinationen pBID/F19HC
und pBIN/F19LC (IgG1 mit C-terminalem Lysin, karierter Balken) bzw. BID/IgG1-
Lys und pBIN/F19LC (IgG1 mit C-terminaler Lysin-Deletion, gepunkteter Balken)
durchgefuhrt.  Gleichzeitig wird ein SEAP-Expressionsplasmid (= sezernierte
alkalische = Phosphatase)  co-transfiziert, um  einen  Abgleich  der
Transfektionseffizienz vorzunehmen. 48 h nach Transfektion werden die
Zellkulturiberstande abgenommen und die IgG1-Titer mittels ELISA sowie die
SEAP-Aktivitat bestimmt. Der lgG1-Titer wird hinsichtlich der
Transfektionseffizienz korrigiert. Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus jeweils 10

Parallelpools mit vergleichbaren Produktmengen fur beide Varianten.

ABBILDUNG 3: EXPRESSION VON IGG1-WILDTYP UND IGG1-LYSIN-
DELETIONSMUTANTE IN STABILEN UNAMPLIFIZIERTEN
ZELLPOOLS
In stabil transfizierten Zellen wird der Einfluss der C-terminalen Lysin-Deletion auf
die Expression eines IgG1 Antikorpers untersucht. Dazu werden CHO-DG44
Zellen mit den Plasmidkombinationen pBID/F19HC und pBIN/F19LC (IgG1 mit C-
terminalem Lysin = IgG1-WT) bzw. BID/IgG1-Lys und pBIN/F19LC (IgG1 mit C-
terminaler Lysin-Deletion = IgG1-Lys) transfiziert. Nach einer zwei- bis
dreiwOchigen Selektion der transfizierten Zellpools, jeweils 10 pro
Plasmidkombination, in Hypoxanthin /Thymidin-freiem Medium mit Zusatz von
G418 wird die Konzentration des produzierten IgG1 Antikérpers im
ZellkulturGberstand durch ELISA ermittelt und die spezifische Produktivitat pro
Zelle und Tag berechnet. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte der

spezifischen Produktivitat (gepunktete Balken) bzw. des Titers (gestreifte Balken)
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aller Pools im Test aus jeweils 3 — 4 Kultivierungspassagen in 75cm? Zellkultur-

flaschen.

ABBILDUNG 4: EXPRESSION VON IGG1-WILDTYP UND IGG1-LYSIN-
DELETIONSMUTANTE IN STABILEN AMPLIFIZIERTEN
ZELLPOOLS
CHO-DG44 Zellen werden mit den Plasmidkombinationen pBID/F19HC und
PBIN/F19LC (IlgG1 mit C-terminalem Lysin = IgG1-Wildtyp) bzw. BID/IgG1-Lys
und pBIN/F19LC (IgG1 mit C-terminaler Lysin-Deletion = IgG1-Lysin) transfiziert.
Nach einer zwei- bis dreiwochigen Selektion der transfizierten Zellpools (jeweils 10
Pools pro Plasmidkombination) in Hypoxanthin /Thymidin-freiem Medium mit
Zusatz von G418 wird nachfolgend eine DHFR-vermittelte Genamplifikation durch
Zusatz von 100 nM Methotrexat (MTX) zum Kultivierungsmedium durchgefuhrt.
Die Konzentration des produzierten 1gG1 Antikorpers im ZellkulturGberstand wird
durch ELISA ermittelt und die spezifische Produktivitat pro Zelle und Tag
berechnet. Die Balken reprasentieren zum einen die Mittelwerte der spezifischen
Produktivitat (gepunktete Balken) bzw. des Titers (gestreifte Balken) jedes
einzelnen Pools im Test aus jeweils 6  Kultivierungspassagen in 75cm?
Zellkulturflaschen. Zum anderen ist auch der Mittelwert (MW) aus allen Pooldaten
angegeben.
In Abbildung 4A sind die Daten der mit dem IgG1-Wildtyp transfizierten Zellpools
dargestellt, in Abbildung 4B die Daten der mit der IgG1-Lysin-Deletionsvariante
transfizierten Zellpools. Letztere produzieren im Durchschnitt 86 % mehr
Antikérper bei 120 % hoherer spezifischer Produktivitat als die mit dem IgG1-
Wildtyp transfizierten Zellpools.

ABBILDUNG 5: EINFLUSS DER C-TERMINALEN LYSIN-DELETION AUF
DIE TRANSIENTE EXPRESSION EINES IGG4-ANTI-
KORPERS

Zur Prufung, ob das konservierte C-terminale Lysin der schweren Kette einen

Einfluss auf die Expression oder Sekretion des IgG4 Moleklls hat, wird eine Co-
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Transfektion von CHO-DG44 Zellen mit den Plasmidkombinationen pBlDa/lgG4
HC und pBIN8a/lgG4 LC (lgG4 mit C-terminalem Lysin, karierter Balken) bzw.
BiDa/lgG4-Lys und pBIN8a/lgG4 LC (lgG4 mit C-terminaler Lysin-Deletion,
gepunkteter  Balken)  durchgefuhrt. Gleichzeitig wird ein  SEAP-
Expressionsplasmid (= sezernierte alkalische Phosphatase) co-transfiziert, um
einen Abgleich der Transfektionseffizienz vorzunehmen. 48 h nach Transfektion
werden die Zellkulturiberstande abgenommen und die IgG4-Titer mittels ELISA
sowie die SEAP-Aktivitat bestimmt. Der IgG4-Titer wird hinsichtlich der
Transfektionseffizienz korrigiert. Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus jeweils 10
Parallelpools mit sogar etwas hohereren Produkttitern des IgG4-Antikdrpers mit C-
terminaler Lysin-Deletion.

ABBILDUNG 6: EXPRESSION VON IGG4-WILDTYP UND IGG4-LYSIN-
DELETIONSMUTANTE IN STABILEN AMPLIFIZIERTEN
ZELLPOOLS
CHO-DG44 Zellen werden mit den Plasmidkombinationen pBlDa/lgG4 HC und
pBIN8a/lgG4 LC (IgG4 mit C-terminalem Lysin = IgG4-Wildtyp) bzw. BlDa/lgG4-
Lys und pBIN8a/lgG4 LC (IgG4 mit C-terminaler Lysin-Deletion = 1gG4-Lysin)
transfiziert. Nach einer zwei- bis dreiwGchigen Selektion der transfizierten
Zellpools (jeweils 10 Pools pro Plasmidkombination) in Hypoxanthin /Thymidin-
freiem Medium mit Zusatz von G418 wird nachfolgend eine DHFR-vermittelte
Genamplifikation durch Zusatz von 100 nM Methotrexat (MTX) zum
Kultivierungsmedium durchgefuhrt, wobei hier fur den 1gG4-Wildtyp 4 und fur die
IgG4-Lysin-Deletionsvariante 6 erfolgreich amplifizierte Zellpools erhalten werden.
Die Konzentration des produzierten IgG4 Antikorpers im Zellkulturiberstand wird
durch ELISA ermittelt und die spezifische Produktivitat pro Zelle und Tag
berechnet. Die Balken reprasentieren zum einen die Mittelwerte der spezifischen
Produktivitat (gepunktete Balken) bzw. des Titers (gestreifte Balken) jedes
einzelnen Pools im Test aus jeweils 6  Kultivierungspassagen in 75cm?
Zellkulturflaschen. Zum anderen ist auch der Mittelwert (MW) aus allen Pooldaten
angegeben.
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In Abbildung 6A sind die Daten der mit dem IgG4-Wildtyp transfizierten Zellpools
dargestellt, in Abbildung 6B die Daten der mit der IlgG4-Lysin-Deletionsvariante
transfizierten Zellpools. Letztere produzieren im Durchschnitt 63 % mehr
Antikérper bei 70 % hdherer spezifischer Produktivitdt als die mit dem 1gG4-
Wildtyp transfizierten Zellpools.

ABBILDUNG 7: EXPRESSION VON IGG4-WILDTYP UND IGG4-LYSIN-
DELETIONSMUTANTE IN ZELLPOOLS NACH ZWEITER
GENAMPLIFIKATIONSRUNDE

CHO-DG44 Zellen werden mit den Plasmidkombinationen pBIDa/lgG4 HC und

pBIN8a/lgG4 LC (IgG4 mit C-terminalem Lysin = IgG4-Wildtyp) bzw. BlDa/lgG4-

Lys und pBIN8a/lgG4 LC (IgG4 mit C-terminaler Lysin-Deletion = 1gG4-Lysin)

transfiziert. Zunachst erfolgt eine zwei- bis dreiwbchigen Selektion der

transfizierten Zellpools (jeweils 10 Pools pro Plasmidkombination) in Hypoxanthin

/Thymidin-freiem Medium mit Zusatz von G418. Nachfolgend wird eine

stufenweise DHFR-vermittelte Genamplifikation durchgefuhrt. Im ersten Schritt

wird dem Kultivierungsmedium 100 nM Methotrexat (MTX) zugesetzt. Mit diesen
aus dieser Genamplifikation hervorgegangen stabilen Zellpools wird eine zweite

Genamplifikationsrunde  durch  Zusatz von 400 nM MTX  zum

Kultivierungssmedium durchgefuhrt. Hierbei werden fur den IgG4-Wildtyp 4 und

fur die IgG4-Lysin-Deletionsvariante 6 erfolgreich amplifizierte Zellpools erhalten.

Die Konzentration des produzierten IgG4 Antikérpers im Zellkulturiberstand wird

durch ELISA ermittelt und die spezifische Produktivitat pro Zelle und Tag

berechnet. Die Balken reprasentieren zum einen die Mittelwerte der spezifischen

Produktivitat (gepunktete Balken) bzw. des Titers (gestreifte Balken) jedes

einzelnen Pools im Test aus jeweils 4 Kultivierungspassagen in 75cm?

Zellkulturflaschen. Zum anderen ist auch der Mittelwert (MW) aus allen Pooldaten

angegeben.

In Abbildung 7A sind die Daten der mit dem IgG4-Wildtyp transfizierten Zellpools

dargestellt, in Abbildung 7B die Daten der mit der IgG4-Lysin-Deletionsvariante

transfizierten Zellpools. Letztere produzieren im Durchschnitt 53 % mehr
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Antikérper bei 66 % hdherer spezifischer Produktivitat als die mit dem 1gG4-
Wildtyp transfizierten Zellpools.

ABBILDUNG 8: QUANTIFIZIERUNG DER PRODUKTAUSBEUTE MITTELS
PROTEIN A HPLC

Die ermittelten Werte fUr die Produktausbeute von 1gG1 und IgG4 liegen
unabhangig von der Lysindeletion bei Gber 90%. Der Monomeranteil der Isotypen
und der entsprechenden Lysin-Deletionsvarianten liegt im Bereich von 89,23 bis
97,93 %.

Sowohl die Ausbeute als auch der Monomerengehalt sind beim IgG1 —Lys hoéher
als bei der WT-Variante.

ABBILDUNG 9: ISOELEKTRISCHE FOKUSSIERUNG (IEF) DER ISOTYPEN
IGG1 UND I1IGG4

Die Antikorper wurden in vitro mit Carboxypeptidase B inkubiert um vorhandenes
C-terminales Lysin abzuspalten. Der Isotyp I1gG1 (+Lysin ) (= IgG1-Wildtyp) weist
nach der Inkubation mit Carboxypeptidase B eine geringere Anzahl an
Proteinbanden auf (Abspaltung der C-terminalen Lysine bei Lys2 und Lys1 =>
Lys0). Der Isotyp IgG1 (-Lysin) (= C-terminale Lysindeletionsvariante) weist ein
identisches Bandenmuster unabhangig von der Carboxypeptidase B Inkubation
auf. |IEF Markerbanden finden sich bei 8.8 kDa und 8.6 kDa.

ABBILDUNG 10: NACHWEIS DES C-TERMINALEN LYSINS MITTELS LC-MS
FiUr den Isotyp 1gG4 (+Lysin) (= 1gG4-Wildtyp) liegt der Anteil an schwerer Kette
(HC) mit C-terminalem Lysin bei 20% (hellgrauer Balken HC mit Lysin), bei der
Variante 1gG4 (-Lysin) (=C-terminale Lysindeletionsvariante) bei 0%. Die
dunkelgrauen Balken reprasentieren die Anteile an schweren Ketten (HC) ohne

Lysin.
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ABBILDUNG 11: AUFTRENNUNG DER ANTIKORPER MITTELS WCX
Auftrennung des IgG1-WT (A) und IgG1 —Lysin (B) mittles weak cationic exchange
(WCX). Die enzymatische Lysinabspaltung mittels Carboxypeptidase B zeigt bei
dem WT IgG1 eine Reduktion der basischen Peaks 1 und 2. Der Overlay (C) von
lgG1 WT ohne CpB (obere Linie) und IgG1 WT +CpB (untere Linie) zeigt die
Reduktion der basischen Peakflachen um insgesamt 9,8%. Der Overlay (D) von
lgG1-Lys ohne CpB (obere Linie) und IgG1-Lys +CpB (untere Linie) zeigt keine
Reduktion der basischen Peakflache (~unter 1%).

ABBILDUNG 12: QUANTIFIZIERUNG DES C-TERMINALEN LYSINS MITTELS
LC-MS

Quantifizierung des C-terminalen Lysinanteils an der schweren Antikorperkette
von IgG4 mittels LC-MS (lgG4 WT: gepunktete (obere) Linie und lgG4-Lys:
durchgezogenen (untere) Linie). Nach Reduktion und chromatographischer
Trennung wurde der quantitative Anteil der schweren Kette mit C-terminalen Lysin
(HC 1 — 447 mit Lysin) bzw. ohne Lysin (HC 1 — 446 ohne Lysin) bestimmt. Die
Pfeile kennzeichnen den durch die Lysinabspaltung verursachten Massenshift in
Abhangigkeit vom Glykosylierungszustand. Markierte Peaks kennzeichnen
Glykosylierungen der schweren Kette (schwarz: HC mit C-terminalen Lysin, grau
hinterlegt: HC ohne C-terminales Lysin).

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

DEFINITIONEN

Im Rahmen dieser Erfindungsbeschreibung verwendete Begriffe und
Bezeichnungen haben folgende im Anschluss definierte Bedeutungen. Die
allgemeinen Ausfuhrungsformen ,enthaltend® oder ,enthalt" schlieft die
speziellere Ausfuhrungsform ,bestehend aus“ mit ein. Ferner werden ,Einzahl®

und ,Mehrzahl® nicht begrenzend verwendet.

Der Begriff ,Titer” ist eine Angabe der Produktkonzentration in einem definiertem
Volumen, z.B. ng/mL, mg/mL, mg/L, g/L.
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Mit dem Begriff ,spezifische Produktivitat” ist die von der Zelle produzierte Menge
an Protein in pg pro Zelle und Tag gemeint. Sie wird 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.

Den Begriff ,Ausbeute” beschreibt die prozentuale Widerfindung der jeweiligen
Produktvarianten nach Auftrennung mittels Chromatographie an einer Matrix, z.B.
einer Protein A Matrix.

Produktkonzentration von  Proteinen, die von einer ausgewahlten
Nukleotidsequenz kodiert werden, kdnnen mit einem ELISA bestimmt werden aber
auch durch andere Methoden, wie z.B. durch Protein A HPLC, Western Blot,
Radioimmunassay, Immunprazipitation, Nachweis der biologischen Aktivitat des
Proteins, Immunfarbung des Proteins mit nachfolgender FACS-Analyse oder
Fluoreszenzmikroskopie, direkte Detektion eines fluoreszierenden Proteins mittel

FACS-Analyse oder durch Spektrophotometrie.

Gen von Interesse:

Das im erfindungsgemalien Expressionsvektor enthaltene ,Gen von Interesse”
umfasst eine Nukleotidsequenz beliebiger Lange, die fur 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
verkurzter Form, als Fusionsgen 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 darstellen,
mutiert oder auf sonstige Weise modifiziert sein. Derartige Modifikationen
schlielfen Kodon-Optimierungen zur Anpassung an eine bestimmte Wirtszelle und
eine Humanisierung ein. Das Gen von Interesse kann z.B. fur ein sekretiertes,
zytoplasmatisches, kernlokalisiertes, membrangebundenes oder

zelloberflachengebundenes Polypeptid kodieren.
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Der Ausdruck ,Nukleinsaure®, ,Nukleotidsequenz® oder ,Nukleinsdauresequenz”
bezeichnet ein Oligonukleotid, Nukleotide, Polynukleotide und deren Fragmente
sowie DNA oder RNA genomischen oder synthetischen Ursprungs, die als Einzel-
oder Doppelstrang vorliegen und den kodierenden oder den nicht-kodierenden
Strang eines Gens reprasentieren  kann. Zur  Modifikation  von
Nukleinsauresequenzen koénnen Standardtechniken, wie z.B. ortsspezifische
Mutagenese oder PCR-vermittelte Mutagenese, eingesetzt werden.

Unter ,kodieren® versteht man die Eigenschaft oder Fahigkeit einer spezifischen
Sequenz von Nukleotiden in einer Nukleinsaure, beispielsweise einem Gen in
einem Chromosom oder einer mRNA, als Matrize flr die Synthese von anderen
Polymeren und Makromolekllen wie z.B. rRNA, tRNA, mRNA, anderen RNA-
Molekllen, 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 gewlnschte Protein in einer Zelle oder
einem anderen biologischen System produziert wird. Sowohl der kodierende
Strang, dessen Nukleotidsequenz identisch mit der mRNA-Sequenz ist und
normalerweise auch in Sequenzdatenbanken, z.B. EMBL oder GenBank,
angegeben wird, als auch der als Matrize fur die Transkription dienende nicht-
kodierende Strang eines Gens oder cDNA kann dabei als kodierend flr ein
Produkt oder Protein bezeichnet werden. Eine Nukleinsaure, die flr ein Protein
kodiert, schlieRt auch Nukleinsauren mit ein, die auf Grund des degenerierten
genetischen Codes eine andere Nukleotidsequenzabfolge aufweisen, aber in der
gleichen Aminosauresequenz des Proteins resultieren. Nukleinsauresequenzen,

die fur Proteine kodieren, kdnnen auch Introns enthalten.

Mit dem Ausdruck ,cDNA® werden Desoxyribonukleinsauren bezeichnet, die durch
reverse Transkription und Synthese des zweiten DNA-Strangs aus einer von
einem Gen produzierten mRNA oder anderen RNA hergestellt werden. Liegt die
cDNA als doppelstranges DNA-Molekul vor, dann enthalt sie sowohl einen

kodierenden als auch einen nicht-kodierenden Strang.
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Protein/Produkt von Interesse:

Biopharmazeutisch bedeutsame Proteine/Polypeptide umfassen z.B. AntikGrper
bzw. Immunoglobuline, Enzyme, Cytokine, Lymphokine, Adhasionsmolekdle,
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 kdénnen. Andere Proteine von Interesse sind beispielsweise
Proteine/Polypeptide, die zur Veranderung der Eigenschaften von Wirtszellen im
Rahmen des sogenannten ,Cell Engineering” verwendet werden, wie z.B. anti-
apoptotische Proteine, Chaperone, Stoffwechselenzyme, Glykosylierungsenzyme
sowie deren Derivate bzw. Fragmente, sind aber nicht auf diese beschrankt.

Der Ausdruck ,Polypeptide® wird fUr Aminosauresequenzen oder Proteine
verwendet und bezeichnet Polymere von Aminosauren beliebiger Lange. Dieser
Ausdruck schlief3t auch Proteine ein, die posttranslational durch Reaktionen wie
beispielsweise Glykosylierung, Phosphorylierung, Acetylierung oder
Proteinprozessierung modifiziert werden. Die Struktur des Polypeptids kann z.B.
durch Substitutionen, Deletionen oder Insertion von Aminosauren, Fusion mit
anderen Proteinen, unter Beibehaltung seiner biologischen Aktivitat modifiziert
werden. Zudem konnen die Polypeptide multimerisieren und Homo- und

Heteromere bilden.

~Immunoglobuline®, oder auch ,Antikérper” sind Proteine (Eiweilde) aus der Klasse
der Globuline, die als Reaktion des Wirtsorganismus auf einen Fremdstoff (=
Antigen) von ausdifferenzierten B-Lymphozyten (Plasmazellen) gebildet werden.
Sie dienen der spezifischen Abwehr dieser Fremdstoffe. Es gibt verschiedene
Klassen von Immunoglobulinen: IgA, IgD, IgE, 1gG,IgM, IgY,IgW. Die Begriffe
Immunoglobulin und Antikérper werden gleichbedeutend verwendet.

19



10

15

20

25

30

WO 2009/027471 PCT/EP2008/061310

Beispiele fur therapeutische Antikdrper sind monoklonale, polyklonale,
multispezifische und einzelkettige (single chain) AntikOrper bzw. Immunoglobuline
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. Die AntikGrper kdnnen
humanen oder nicht-humanen Ursprungs sein. Auch humanisierte und chimare

AntikOrper kommen in Frage.

Fab-Fragmente (Fragment antigen-binding = Fab) bestehen aus den variablen
Regionen beider Ketten, die durch die angrenzenden konstanten Regionen
zusammengehalten werden. Sie konnen z.B. durch Behandlung mit einer
Protease, wie beispielsweise Papain, aus konventionellen Antikdrpern erzeugt
werden oder aber auch durch DNA-Klonierung. Weitere AntikGrperfragmente sind
F(ab‘).-Fragmente, die durch proteolytischen Verdau mit Pepsin hergestellt

werden kdnnen.

Durch Genklonierung konnen auch verkurzte Antikorperfragmente 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 moglich
ist, werden diese Fv-Fragmente oft anderweitig 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 verknUpft. Auf diese Weise entsteht eine einzelne
Polypeptidkette, in der VH und VL durch einen Peptidlinker miteinander verbunden
sind. Solche Antikorperfragmente werden auch als single-chain Fv-Fragment
(scFv) bezeichnet. Beispiele von scFv-Antikdrpern sind bekannt und beschrieben.

In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Strategien entwickelt um

multimere scFv-Derivate herzustellen. Die Intention besteht in der Erzeugung von
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rekombinanten Antikbrpern mit verbesserten pharmakokinetischen Eigenschaften
und verstarkter Bindungsaviditat. Zur Erreichung der Multimerisierung der scFv-
Fragmente werden diese als Fusionsproteine mit Multimerisierungsdomanen
hergestellt. Als Multimerisierungsdoméanen kénnen 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 flr eine Multimerisierung genutzt (z.B.
Dia-, Tri- und Pentabodies).

Als ,Diabody“ bezeichnet ein Fachmann ein bivalentes homodimeres scFv-
Derivat. Die Verkurzung des Peptidlinkers im scFv-Molekile auf 5 — 10
Aminosauren resultiert in der Bildung von Homodimeren durch Uberlagerung von
VH/VL-Ketten. Die Diabodies kdnnen zusatzlich durch eingefuhrte Disulfidbricken
stabilisiert werden. Beispiele von Diabodies finden sich in der Literatur.

Als ,Minibody“ bezeichnet der Fachmann ein bivalentes, homodimeres scFv-
Derivat. Es besteht aus einem Fusionsprotein, das die CH3-Region eines
Immunglobulins, vorzugsweise IgG, besonders bevorzugt IgG1, als
Dimerisierungsregion enthalt. Diese verbindet die scFv-Fragmente Uber eine
Hinge-Region, ebenfalls von IgG, und eine Linker-Region.

Mit ,Triabody“ bezeichnet der Fachmann ein trivalentes homotrimeres scFv-
Derivat. Die direkte Fusion von VH-VL ohne Verwendung einer Linkersequenz
fuhrt zur Ausbildung von Trimeren.

Bei den vom Fachmann als Mini-AntikGrper bezeichneten Fragmenten, die eine
bi-, tri- oder tetravalente Struktur haben, handelt es sich ebenfalls um Derivate von
scFv-Fragmenten. Die Multimerisierung wird dabei Uber di-, tri- oder tetramere
,coiled coil“-Strukturen erzielt.

Herstellung erfindungsgemalier Expressionsvektoren:

Die Herstellung des erfindungsgemallen Expressionsvektors kann grundsatzlich
nach herkdbmmlichen, dem Fachmann gelaufigen Methoden erfolgen. Dort findet
sich auch eine Beschreibung der funktionellen Komponenten eines Vektors, z.B.
geeigneter Promotoren, Enhancer, Terminations- und Polyadenylierungssignale,
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Antibiotikaresistenzgene, Selektionsmarker, Replikationsstartpunkte und
Spleisssignale. Zur Herstellung konnen herkdmmliche Klonierungsvektoren
verwendet werden, z.B. Plasmide, Bacteriophagen, Phagemide, Cosmide oder
virale Vektoren wie Baculovirus, Retroviren, Adenoviren, Adeno-assoziierte Viren
und Herpes Simplex-Virus, aber auch kudnstliche oder artifizielle oder Mini-
Chromosomen. Die eukaryontischen Expressionsvektoren enthalten
typischerweise auch prokaryontische Sequenzen wie z.B. Replikationsursprung
und Antibiotikaresistenzgene, die die Vermehrung und Selektion des Vektors in
Bakterien ermdglichen. Eine Vielzahl von eukaryontischen Expressionsvektoren,
die multiple Klonierungsstellen zur EinfUhrung einer Polynukleotidsequenz
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.

Grundséatzlich kann die Expression der Gene innerhalb eines Expressionsvektors
von einer oder mehreren Transkriptionseinheiten aus erfolgen. Als
»,Iranskriptionseinheit” wird dabei eine Region definiert, die ein oder mehr zu
transkribierende Gene enthédlt. Dabei sind die Gene innerhalb einer
Transkriptionseinheit funktionell derart miteinander verknUpft, dass alle Gene
innerhalb einer solchen Einheit unter der transkriptionellen Kontrolle desselben
Promotors oder Promotors/Enhancers stehen. Als Resultat dieser
transkriptionellen Verknupfung 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 fur die
Transkription und die Translation der in ihr enthaltenen Gensequenzen erforderlich
sind. Jede Transkriptionseinheit kann dabei die gleichen oder verschiedene
regulatorische Elemente enthalten. Fir die funktionelle Verknupfung der Gene
innerhalb einer Transkriptionseinheit kénnen IRES-Elemente oder Introns

verwendet werden.
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Der Expressionsvektor kann eine einzige Transkriptionseinheit zur Expression des
Gens oder der Gene von Interesse und beispielsweise Selektionsmarkergene
enthalten. Alternativ  kbnnen diese Gene auch in zwei oder mehr
Transkriptionseinheiten angeordnet sein. Dabei sind verschiedene Kombinationen
der Gene innerhalb einer Transkriptionseinheit moglich. In einer weiteren
Ausfuhrungsform  der vorliegenden  Erfindung kann mehr als ein
Expressionsvektor, bestehend aus ein, zwei oder mehr Transkriptionseinheiten, in
eine  Wirtszelle durch Co-Transfektion oder in aufeinanderfolgenden
Transfektionen in beliebiger Reihenfolge eingefihrt werden. Jede Kombination
von regulatorischen Elementen und Genen auf jedem Vektor kann gewanhlt
werden, so lange eine ausreichende Expression der Transkriptionseinheiten
gewabhrleistet ist. Falls erforderlich kdbnnen weitere regulatorische Elemente und
Gene, wie z.B. zusatzliche Gene von Interesse oder Selektionsmarker, auf den

Expressionsvektoren positioniert werden.

Wirtszellen:

Zur Transfektion mit dem erfindungsgemalRen Expressionsvektor werden
eukaryontische  Wirtzellen verwendet, vorzugsweise Saugerzellen und
insbesondere Nagerzellen wie z.B. Mause-, Ratten- und Hamster-Zelllinien. Die
erfolgreiche  Transfektion  der  entsprechenden  Zellen mit  einem
erfindungsgemaflen Expressionsvektor resultiert in transformierten, genetisch
modifizierten, rekombinanten oder transgenen Zellen, die ebenfalls Gegenstand

der vorliegenden Erfindung sind.

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/Abkdmmlinge 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/Abkbmmlinge dieser
Zelllinien. Aber auch Derivate und Abkdmmlinge dieser Zellen, andere
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Saugerzellen, einschlieBlich aber nicht beschrankt auf Zelllinien von Mensch,
Maus, Ratte, Affen, Nagetieren, oder eukaryontische Zellen, einschliellich aber
nicht beschrankt auf Hefe-, Insekten- , Vogel- und Pflanzenzellen, kdnnen
ebenfalls als Wirtszellen zur Produktion von biopharmazeutischen Proteinen

verwendet werden.

Die Transfektion der eukaryontischen Wirtszellen mit einem Polynukleotid oder
einem der erfindungsgemallen Expressionsvektor, erfolgt nach Gblichen
Methoden. Geeignete Transfektionsmethoden sind z.B. die Liposomen-vermittelte
Transfektion, Calciumphosphat-Coprazipitation, Elektroporation, Polykationen
(z.B. DEAE-Dextran)-vermittelte Transfektion, Protoplastenfusion, Mikroinjektion
und virale Infektionen. Erfindungsgemaly wird vorzugsweise eine stabile
Transfektion durchgeflhrt, wobei die Konstrukte entweder in das Genom der
Wirtszelle oder ein artifizielles Chromosom/Minichromosom integriert werden oder
in stabiler Weise episomal in der Wirtszelle enthalten sind. Die
Transfektionsmethode, die die optimale Transfektionsfrequenz und Expression
des heterologen Gens in der jeweiligen Wirtszelle ermoglicht, ist dabei bevorzugt.
Per Definition wird jede Sequenz oder jedes Gen, das in eine Wirtszelle
eingebracht wird, in Bezug auf die Wirtszelle als ,heterologe Sequenz® oder
sneterologes Gen“ bezeichnet. Selbst dann, wenn die einzubringende Sequenz
oder das einzubringende Gen identisch zu einer endogenen 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.

Bei der rekombinanten Herstellung heteromerer Proteine, wie z.B. monoklonaler
Antikorper (mAKk), kann die Transfektion geeigneter Wirtszellen prinzipiell auf zwei
verschiedenen Wegen erfolgen. Derartige mAKk sind aus mehreren Untereinheiten,
den schweren und leichten Ketten, aufgebaut. FiUr diese Untereinheiten
kodierende Gene konnen in unabhangigen oder in multicistronischen
Transkriptionseinheiten auf einem einzigen Plasmid untergebracht werden, mit

dem dann die Wirtszelle transfiziert wird. Dies soll die stdéchiometrische
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Reprasentanz der Gene nach Integration in das Genom der Wirtszelle sichern.
Allerdings muss hierbei im Falle wunabhangiger Transkriptionseinheiten
sichergestellt werden, dass die mRNAs, die fur die verschiedenen Proteine
kodieren, die gleiche Stabilitat, Transkriptions- und Translationseffizienz
aufweisen. Im zweiten Fall erfolgt die Expression der Gene innerhalb einer
multicistronischen Transkriptionseinheit durch einen einzigen Promotor und es
entsteht nur ein Transkript.

Durch Verwendung von I|IRES-Elementen wird eine recht effiziente interne
Translationsinitiation der Gene in dem zweiten und den nachfolgenden Cistrons
ermoglicht. Dennoch sind die Expressionsraten fur diese Cistrons geringer als die
des ersten Cistrons, dessen Translationsinitiation Uber einen sogenannten ,cap®-
abhangigen Pra-Initiationskomplex wesentlich effizienter ist als die IRES-
abhangige Translationsinitiation. Um eine tatsachlich aquimolare Expression der
Cistrons zu erreichen, kénnen beispielsweise noch zuséatzliche intercistronische
Elemente eingeflhrt werden, die im Zusammenwirken mit den IRES-Elementen
fur einheitliche Expressionsraten sorgen.

Eine andere und erfindungsgemal® bevorzugte Moglichkeit der simultanen
Herstellung mehrerer heterologer Proteine ist die Co-Transfektion, bei der die
Gene getrennt in verschiedene Expressionsvektoren integriert werden. Dies hat
den Vorteil, dass bestimmte Verhaltnisse der Gene und Genprodukte zueinander
eingestellt werden kbnnen, wodurch Unterschiede in der mRNA-Stabilitat sowie in
der Transkriptions- und Translationseffizienz ausgeglichen werden konnen.
Aulerdem sind die Expressionsvektoren wegen ihrer geringeren GrofRe stabiler
und sowohl bei der Klonierung als auch bei der Transfektion einfacher
handhabbar.

In einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung werden daher die Wirtszellen
zusatzlich mit einem 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 kodieren z.B. flr das
oder die anderen Proteine von Interesse unter der Kontrolle des gleichen
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Promotors, bevorzugt unter der Kontrolle der gleichen Promotor/Enhancer-
Kombination sowie fur zumindest einen Selektionsmarker, z.B. die Dihydrofolat-

Reduktase.

In einer weiteren besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung werden die
Wirtszellen mit zumindest zwei eukaryontischen Expressionsvektoren co-
transfiziert, wobei zumindest der eine der beiden Vektoren zumindest ein Gen, das
zumindest Protein von Interesse kodiert, enthalt und der andere Vektor ein oder
mehrere erfindungsgemafe Nukleinsauren in beliebiger Kombination, Position und
Orientierung enthalt, und optional auch fur zumindest ein Gen (von Interesse
kodiert, und diese erfindungsgemaflen Nukleinsduren ihre transkriptions- bzw.
expressionssteigernde Wirkung auf die Gene von Interesse, die auf dem anderen
co-transfizierten Vektor lokalisiert sind, via Co-Integration mit dem anderen Vektor

vermitteln.

Erfindungsgemal® werden die Wirtszellen vorzugsweise unter serumfreien
Bedingungen etabliert, adaptiert 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
Modified Eagle’'s Medium (DMEM; Sigma), Minimal Essential Medium (MEM,;
Sigma), Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM; Sigma), CD-CHO
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), CHO-S-SFMII (Invitrogen), serumfreies CHO-
Medium (Sigma) und proteinfreies CHO-Medium (Sigma). Jedes dieser Medien
kann gegebenenfalls 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, Thymidin), Glutamin, Glukose oder anderen
aquivalenten Nahrstoffen, Antibiotika und/oder Spurenelementen. Obwohl
erfindungsgemafy serumfreie Medien bevorzugt sind, kdnnen zur Zichtung der
Wirtszellen auch Medien verwendet werden, die mit einer geeigneten Menge an
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Serum versetzt wurden. Zur Selektion von genetisch modifizierten Zellen, die ein
oder mehrere Selektionsmarkergene exprimieren, wird dem Medium ein oder

mehrere geeignete Selektionsmittel zugefugt.

Als ,Selektionsmittel” wird eine Substanz bezeichnet, die das Wachstum oder das
Uberleben von Wirtszellen mit einer Defizienz fur das jeweilige
Selektionsmarkergen beeintrachtigt. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird
vorzugsweise Geneticin (G418) als Mediumzusatz zur Selektion heterologer
Wirtszellen, die ein Wildtyp- oder vorzugsweise ein modifiziertes Neomycin-
Phosphotransferase-Gen tragen, verwendet. Sollten die Wirtzellen mit mehreren
Expressionsvektoren transfiziert werden, z.B. wenn separat mehrere Gene von
Interesse in die Wirtszelle eingebracht werden sollen, so verfugen diese meist
uber verschiedene Selektionsmarkergene.

Ein ,Selektionsmarkergen® ist ein Gen, das die spezifische Selektion von Zellen,
die dieses Gen erhalten, durch Zugabe eines entsprechenden Selektionsmittels in
das Kultivierungsmedium ermdglicht. Zur Verdeutlichung, ein Antibiotika-
Resistenzgen kann als positiver Selektionsmarker verwendet werden. Nur Zellen,
die mit diesem Gen transformiert wurden, kénnen in der Gegenwart des
entsprechenden Antibiotikums wachsen und somit selektioniert werden.
Nichttransfomierte Zellen hingegen kénnen unter diesen Selektionsbedingungen
nicht wachsen oder Uberleben. Es gibt positive, negative und bifunktionale
Selektionsmarker. Positive Selektionsmarker ermoglichen die Selektion und damit
Anreicherung von transformierten Zellen durch Vermittlung 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 flr den Selektionsmarker erhalten
haben, selektiv eliminiert werden. Ein Beispiel hierfur ist das Thymidinkinasegen
des Herpes Simplex Virus, dessen Expression in Zellen bei gleichzeitiger Gabe
von Acyclovir oder Gancyclovir zu deren Elimination fuhrt. Die in dieser Erfindung
verwendeten Selektionsmarker, einschlieflich der amplifzierbaren
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Selektionsmarker, schlieft gentechnologisch veranderte Mutanten und Varianten,
Fragmente, funktionelle Aquivalente, Derivate, Homologe und Fusionen mit
anderen Proteinen oder Peptiden ein, solange der Selektionsmarker seine
selektiven Eigenschaften beibehalt. Solche Derivate weisen eine betrachtliche
Homologie in der Aminosauresequenz in den Bereichen oder Domanen auf,
denen die selektive Eigenschaft zugeschrieben wird. In der Literatur sind eine
Vielzahl von Selektionsmarkergenen, einschliellich bifunktionaler (positiv/negativ)
Marker, beschrieben. Beispiele fur Selektionsmarker, die fur gewohnlich in
eukaryontischen Zellen verwendet werden, beinhalten die Gene fur
Aminoglykosid-Phosphotransferase = (APH),  Hygromycin-Phosphotransferase
(HYG), Dihydrofolat-Reduktase (DHFR), Thymidinkinase (TK), Glutamin-
Synthetase, Asparagin-Synthetase und Gene, die Resistenz gegenuber Neomycin
(G418), Puromycin, Histidinol D, Bleomycin, Phleomycin und Zeocin vermitteln.

Amplifizierbares Selektionsmarkergen:

Ferner kbnnen die erfindungsgemafien Zellen optional auch einem oder mehreren
Genamplifikationsschritten unterzogen werden, in dem sie in Gegenwart eines
Selektionsmittels  kultiviert werden, das zu einer Amplifikation eines
amplifzierbaren Selektionsmarkergens fuhrt.

Voraussetzung ist, dass die Wirtszellen zusatzlich mit einem Gen transfiziert
werden, das fur einen amplifizierbaren Selektionsmarker kodiert. Denkbar ist, dass
das Gen, welches flr einen amplifizierbaren Selektionsmarker kodiert, auf einem
der erfindungsgemafen Expressionsvektoren vorhanden ist oder aber mit Hilfe
eines weiteren Vektors in die Wirtszelle eingebracht wird.

Das amplifizierbare Selektionsmarkergen kodiert gewohnlich fur ein Enzym, das
fur das Wachstum von eukaryontischen Zellen wunter 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. Der DHFR-Marker

28



10

15

20

25

30

WO 2009/027471 PCT/EP2008/061310

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
Selektionsmarker eingesetzt werden und die transformierten Zellen werden in
Hypoxanthin/Thymidin-freiem Medium selektioniert.

Weitere erfindungsgemaly verwendbare amplifizierbare Selektionsmarkergene
sind beispielsweise Glutamin-Synthetase , Methallothionein, Adenosin-
Deaminase, AMP-Deaminase, UMP-Synthase, Xanthin-Guanin-

Phosphoribosyltransferase und Thymdilat-Synthetase.

Genexpression und Selektion hoch produzierender Wirtszellen:

Der Ausdruck ,Genexpression® oder ,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 produzierten 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 Hybridisierung, Ribonuklease-RNA-Protektion, in situ Hybridisierung
von zellularer RNA oder durch PCR-Methoden (z.B. quantitativer PCR) bestimmt
werden. Proteine, die von einer ausgewahlten Nukleotidsequenz kodiert werden,
konnen ebenfalls durch verschiedene Methoden, wie z.B. durch ELISA, Protein A
HPLC, Western Blot, Radioimmunassay, Immunprazipitation, Nachweis der
biologischen Aktivitat des Proteins, Immunfarbung des Proteins mit nachfolgender
FACS-Analyse oder Fluoreszenzmikroskopie, direkte Detektion eines
fluoreszierenden Proteins mittel FACS-Analyse oder durch

Fluoreszenzmikroskopie bestimmt werden.

Mit ,Titer- oder Produktivitatssteigerung® wird die Steigerung der Expression,
Synthese oder Sekretion einer in eine Wirtszelle eingebrachten heterologen
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Sequenz, beispielsweise eines fur ein therapeutisches Protein kodierenden Gens,
im Vergleich zu einer geeigneten Kontrolle, beispielsweise Mutanten-Protein
versus Wildtyp-Protein, bezeichnet. Eine Titer- oder Produktivitatssteigerung liegt
vor, wenn eine erfindungsgemale Zelle nach einem hier beschriebenen
erfindungsgemafien Verfahren kultiviert wird, und wenn diese Zelle mindestens
eine Steigerung der spezifischen Produktivitdt oder des Titers um 10 % aufweist.
Eine Titer- oder Produktivitatssteigerung liegt auch dann vor, wenn eine
erfindungsgemafie Zelle nach einem hier beschriebenen erfindungsgemafen
Verfahren kultiviert wird, und wenn diese Zelle mindestens eine Steigerung der
spezifischen Produktivitat oder des Titers um 20 % bzw. mindestens 50% bzw.
mindestens 75% aufweist. Eine Titer- oder Produktivitatssteigerung liegt
insbesondere auch dann vor, wenn eine erfindungsgemale Zelle nach einem hier
beschriebenen erfindungsgemafen Verfahren kultiviert wird, und wenn diese Zelle
mindestens eine Steigerung der spezifischen Produktivitat oder des Titers um 10-
500 % aufweist, bevorzugt 20-300%, besonders bevorzugt 50-200%.

Eine Titer- oder Produktivitatssteigerung kann sowohl durch Verwendung einer der
erfindungsgemafien Expressionsvektoren als auch durch Anwendung eines der

erfindungsgemafien Verfahren erreicht werden.

Die entsprechenden Verfahren kdnnen mit einer durch FACS gestitzten Selektion
von rekombinanten Wirtszellen, die als weiteren Selektionsmarker beispielsweise
ein (oder mehrere) Fluoreszenzprotein(e) (z.B. GFP) oder einen
Zelloberflachenmarker enthalten, kombiniert werden. Andere Methoden zur
Erzielung einer verstarkten Expression, wobei auch eine Kombination
verschiedener Methoden moglich ist, beruhen beispielsweise auf der Verwendung
von cis-aktiven Elementen zur Manipulation der Chromatinstruktur (z.B. LCR,
UCOE, EASE, Isolatoren, S/MARs, STAR-Elemente), Verwendung von
(artifiziellen) Transkriptionsfaktoren, Behandlung der Zellen mit natlrlichen oder
synthetischen Agenzien zur Hochregulation endogener oder heterologer
Genexpression, Verbesserung der Stabilitat (Halbwertszeit) der mRNA oder des
Proteins, Verbesserung der mRNA-Translationsinitiation, Erh6hung der Gendosis
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durch Verwendung von episomalen Plasmiden (basierend auf der Verwendung
von viralen Sequenzen als Replikationsursprung, z.B. von SV40, Polyoma,
Adenovirus, EBV oder BPV), Einsatz von amplifikationsférdernden Sequenzen
oder auf DNA-Konkatemeren basierenden in vitro Amplifikationssystemen.

Weiterhin erfindungsgemalf ist ein Verfahren, bei dem Produktionszellen vermehrt
und zur Herstellung des kodierenden Genprodukt von Interesse verwendet
werden. Hierzu werden die selektionierten hoch produzierenden Zellen
vorzugsweise in einem serumfreien Kulturmedium und vorzugsweise in
Suspensionskultur unter Bedingungen gezlchtet, die eine Expression des Gens
von Interesse erlauben. Das Protein/Produkt von Interesse wird dabei
vorzugsweise als sekretiertes Genprodukt aus dem Zellkulturmedium gewonnen.
Bei Expression des Proteins ohne Sekretionssignal kann das Genprodukt aber
auch aus Zelllysaten isoliert werden. Um ein reines, homogenes Produkt zu
erhalten, das im Wesentlichen frei ist von anderen rekombinanten Proteinen und
Wirtszellproteinen, werden Ubliche Reinigungsschritte durchgefthrt. Hierzu
entfernt man haufig zunachst Zellen und Zelltrimmer aus dem Kulturmedium oder
Lysat. Das gewlnschte Genprodukt kann dann von kontaminierenden I6slichen
Proteinen, Polypeptiden und Nukleinsduren befreit werden, z.B. durch
Fraktionierung an Immunaffinitats- und lonenaustauschsaulen, Ethanolfallung,
Umkehrphasen-HPLC oder Chromatographie an Sephadex, Silica oder
Kationenaustauscherharzen wie DEAE. Methoden, die zur Reinigung eines von
rekombinanten Wirtszellen exprimierten heterologen Proteins flhren, sind dem

Fachmann bekannt und sind in der Literatur beschrieben.

ERFINDUNGSGEMASSE AUSFUHRUNGSFORMEN
Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Steigerung des Titers eines
Proteins von Interesse einer Zelle dadurch gekennzeichnet, dass
a. in einer Nukleinsauresequenz, die fir das Protein von Interesse
kodiert, mindestens das Kodon deletiert wird, das fur die C-terminale

Aminosaure kodiert,
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b. die Zelle mit einem Vektor transfiziert wird, welcher die veranderte
Nukleinsaure aus a) enthalt und
c. die Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, die eine Produktion des

Proteins von Interesse erlaubt.

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Steigerung des
Titers eines AntikOrpers einer Zelle dadurch gekennzeichnet, dass in einer
Nukleinsauresequenz, die fur die schwere Kette des Antikorpers kodiert,
mindestens das Kodon deletiert wird, das fur die C-terminale Aminosaure Lysin
kodiert, die Zelle mit einem Vektor transfiziert wird, welcher die veranderte
Nukleinsaure enthalt, und die Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, die eine
Produktion des Antikérpers von Interesse erlaubt.

Die vorliegende Erfindung betrifft bevorzugt ein Verfahren zur Steigerung der
spezifischen Produktivitat eines Proteins von Interesse einer Zelle dadurch
gekennzeichnet, dass in einer Nukleinsauresequenz, die fur das Protein von
Interesse kodiert, mindestens das Kodon deletiert wird, das fur die C-terminale
Aminosaure kodiert, die Zelle mit einem Vektor transfiziert wird, welcher die
veranderte Nukleinsaure enthalt, und die Zelle unter Bedingungen kultiviert wird,
die eine Produktion des Proteins von Interesse erlaubt.

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende
Erfindung ein Verfahren zur Steigerung der spezifischen Produktivitat eines
Antikbrpers  einer Zelle dadurch  gekennzeichnet, dass in einer
Nukleinsauresequenz, die fur die schwere Kette des Antikorpers kodiert,
mindestens das Kodon deletiert wird, das fur die C-terminale Aminosaure Lysin
kodiert, die Zelle mit einem ersten Vektor transfiziert wird, welcher die veranderte
Nukleinsaure enthalt, die Zelle mit einem zweiten Vektor co-transfiziert wird,
welcher die leichte Kette eines Antikorpers enthalt, und die Zelle unter
Bedingungen kultiviert wird, die eine Produktion des Antikrpers erlaubt.
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In einem weiteren bevorzugten Verfahren werden die modifizierte schwere Kette
und die leichte Kette, bzw. die Untereinheiten eines heteromeren Proteins, in
aufeinander folgenden Transfektionen in beliebiger Reihenfolge eingefuhrt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung
ein Verfahren zur Steigerung der spezifischen Produktivitat eines Antikorpers oder
eines beliebigen heteromeren Proteins von Interesse einer Zelle dadurch
gekennzeichnet, dass in einer Nukleinsauresequenz, die fur die schwere Kette des
Antikoérpers kodiert, mindestens das Kodon deletiert wird, das fur die C-terminale
Aminosaure Lysin kodiert, die Zelle mit einem Vektor transfiziert wird, welcher
sowohl die veranderte Nukleinsaure fur die schwere Kette eines Antikdrpers
enthalt als auch die leichten Kette eines Antikorpers, und die Zelle unter
Bedingungen kultiviert wird, die eine Produktion des Antikorpers erlaubt. In einer
bevorzugten AusfUhrungsform des Verfahrens ist der Vektor, mit welchem die
Zelle transfiziert wird, ein bi- oder multicistronischer Vektor. In einer weiteren
bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens ist der Vektor, mit welchem die
Zelle transfiziert wird, ein Vektor, welcher die schwere und leichte AntikOrperkette
als separate Transkriptionseinheiten enthalt,

Es kann uUberraschender Weise gezeigt werden, dass z.B. ein IgG1-Molekdl trotz
der Deletion des C-terminalen Lysins in CHO-Zellen exprimiert und sezerniert wird
und die Produktmengen vergleichbar mit der von IgG1 Wildtyp transfizierten Zellen
ist (Abb. 2). Weiterhin zeigt sich Uberraschender Weise, dass Zellen, die die
Lysin-Deletionsvariante des IgG1 exprimieren, durchschnittlich sogar 27% hdéhere
Titer bzw. 32% hohere spezifische Produktivitaten erzielen als Zellen, die den
lgG1-Wildtyp exprimieren (Abb. 3). Dieser Produktionsvorteil der Lysin-
Deletionsvariante ist auch dann noch gegeben, wenn in diesen Zellpools durch
Zugabe von 100 nM MTX eine DHFR-basierte Genamplifikation induziert wird. Die
Titer und spezifischen Produktivitdten sind durchschnittlich um 86% bzw. 120%
héher (Abb. 4).

Anhnliches kann Uberraschender Weise auch fiir ein IgG4-Molekll gezeigt werden.
Das IgG4-Molekul wird trotz der Deletion des C-terminalen Lysins in CHO-Zellen
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sogar etwas besser exprimiert und sezerniert als der 1gG4 Wildtyp (Abb. 5).
Uberraschender Weise zeigt sich, dass Zellen, die die Lysin-Deletionsvariante des
IgG4s exprimieren, durchschnittlich sogar 63 % hdhere Titer bzw. 70 % hobhere
spezifische Produktivitaten erzielen als Zellen, die den IgG4-Wildtyp exprimieren
(Abb. 6). Dieser Produktionsvorteil der Lysin-Deletionsvariante ist auch bei dem
nachfolgenden Amplifikationsschritt mit 400 nM MTX gegeben. Hier werden im
Durchschnitt 53% hdhere Titer und 66% hohere spezifischen Produktivitaten
erzielt (Abb. 7).

In einer speziellen Ausfuhrungsform des erfindungsgemalen Verfahrens ist der
Titer und /oder die spezifische Produktivitdt um 10-500 %, bevorzugt 20-300%,
besonders bevorzugt 50-200% gesteigert in Bezug auf den Vergleichswert des
Proteins ohne die Deletion der C-terminalen Aminosaure. In einer weiteren
speziellen Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien Verfahrens ist der Titer und
/oder die spezifische Produktivitat um mindestens 10 %, bevorzugt um mindestens
20 %, weiterhin bevorzugt um mindestens 50 %, und besonders bevorzugt um
mindestens 75 % gesteigert in Bezug auf den Vergleichswert des Proteins ohne
die Deletion der C-terminalen Aminosaure.

In einer weiteren speziellen Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens
betragt die spezifische Produktivitat mindestens 5 pg/Zelle/Tag.

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Erzeugung eines
Expressionsvektors zur gesteigerten Produktion eines Proteins von Interesse
dadurch gekennzeichnet, dass in der Nukleinsauresequenz, die fur das Protein
von Interesse kodiert, mindestens das Kodon deletiert wird, das fur die C-
terminale Aminosaure kodiert, und die so modifizierte Nukleinsduresequenz in

einen Expressionsvektor eingefuhrt wird.
Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Erzeugung einer

Zelle mit gesteigertem Titer und / oder gesteigerter spezifischer Produktivitat eines
Proteins von Interesse dadurch gekennzeichnet, dass eine Zelle gemafy einem

34



10

15

20

25

30

WO 2009/027471 PCT/EP2008/061310

erfindungsgemafien Verfahren behandelt wird und anschlieRend eine
Einzelzellklonierung vorgenommen wird, z.B. Uber Verdunnungsklonierung oder

FACS basierte Einzellzellablage.

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines
Proteins von Interesse in einer Zelle dadurch gekennzeichnet, dass eine Gruppe
von Zellen gemal einem erfindungsgemaflen Verfahren behandelt wird, diese
Zellen in Anwesenheit zumindestens eines Selektionsdrucks selektioniert werden,
optional eine Einzelzellklonierung vorgenommen wird und das Protein von

Interesse aus den Zellen oder dem KulturGberstand gewonnen wird.

Eine spezielle Ausfuhrungsform des erfindungsgemallen Verfahrens zur
Herstellung mindestens eines Proteins von Interesse ist dadurch gekennzeichnet,
dass die zur Herstellung verwendeten Zellen nach dem Selektionsschritt mittels

Selektionsmittel zusatzlich einem Genamplifikationsschritt unterzogen werden.

Eine spezifische Ausflhrungsform aller genannten erfindungsgemafen Verfahren
ist dadurch gekennzeichnet, dass die C-terminale Aminosaure Lysin (Lys) oder
Arginin (Arg) ist, bevorzugt Lys.

Eine weitere spezifische Ausfuhrungsform aller genannten erfindungsgemafien
Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass das Protein von Interesse ein
Antikorper, ein Fc-Fusionsprotein, EPO oder tPA ist.

Eine bevorzugte Ausfluhrungsform aller genannten erfindungsgemafen Verfahren
ist dadurch gekennzeichnet, dass das Protein von Interesse eine schwere Kette
eines Antikorpers ist und die C-terminale Aminosaure Lysin (Lys).

Eine spezielle Ausfuhrungsform aller genannten erfindungsgemafen Verfahren ist

dadurch gekennzeichnet, dass die schwere Kette des Antikérpers vom Typ 1gG1,
IgG2, 1IgG3 oder IgG4 ist, bevorzugt vom Typ 1gG1, 1gG4 oder IgG2.
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Eine spezifische Ausfuhrungsform aller genannten erfindungsgemafen Verfahren
ist dadurch gekennzeichnet, dass das Protein von Interesse ein monoklonaler,
polyklonaler, Saugetier-, Maus-, chimarer, humanisierter, Primaten- oder ein
humaner Antikorper ist oder ein AntikGrperfragment oder —derivat einer schweren
Kette eines Immunoglobulin Antikérpers ist oder eines Fab, F(ab’)2, Fc, Fc-Fc
Fusionsproteins, Fv, single chain Fv, single domain Fv, tetravalenten single chain
Fv, Disulfid-verknupften Fv, Domanen-deletierten Antikorpers, eines Minibodys,
Diabodys, oder eines Fusionspolypeptides eines der genannten Fragmente mit
einem anderen Peptid oder Polypeptid ist oder ein Fc-Peptid Fusionsprotein, ein
Fc-Toxin Fusionsprotein oder ein Scaffold-Protein ist.

Eine weitere spezifische Ausfuhrungsform aller genannten erfindungsgemafen
Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass die Zelle in Suspensionskultur
kultiviert  wird. Eine spezielle Ausfuhrungsform aller genannten
erfindungsgemalen Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass die Zelle
serumfrei kultiviert wird. Eine weitere spezielle Ausfihrungsform aller genannten
erfindungsgemalen Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass die Zelle in
chemisch definiertem Medium kultiviert wird. Eine bevorzugte Ausfluhrungsform
aller genannten erfindungsgemafen Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass
die Zelle in proteinfreiem Medium kultiviert wird.

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform aller genannten erfindungsgemafien Verfahren
ist dadurch gekennzeichnet, dass die Zelle eine eukaryotische Zelle ist, z.B. aus
Hefe, Pflanzen, Wurmern, Insekten, Vogeln, Fischen, Reptilien oder Saugern.
Eine weitere bevorzugte AusfUhrungsform aller genannten erfindungsgemafien
Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass die Zelle eine Saugerzelle ist. Eine
besonders bevorzugte Ausfuhrungsform aller genannten erfindungsgemafen
Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass die Zelle eine CHO Zelle ist. Eine
weitere spezielle Ausfuhrungsform der genannten erfindungsgemafen Verfahren

ist dadurch gekennzeichnet, dass die CHO Zelle ausgewahlt ist aus der Gruppe:
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CHO wild type, CHO K1, CHO DG44, CHO DUKX-B11 und CHO Pro-5.
Besonders bevorzugt ist eine CHO DG44 Zelle.

Die Erfindung betrifft weiterhin einen Expressionsvektor mit gesteigerter
Expression eines Gens von Interesse generierbar nach einem der genannten

erfindungsgemafen Verfahren.

Die Erfindung betrifft weiterhin eine Zelle generierbar nach einem der genannten

erfindungsgemalien Verfahren.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Produktion und Reinigung eines
Proteins von Interesse dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine C-
terminale Aminosaure des entsprechenden Gens von Interesse deletiert ist und
das erhaltene Protein von Interesse eine verringerte Heterogenitat aufweist im
Vergleich zum Wildtyp-Protein ohne Deletion.

Eine spezielle Ausfihrungsform des erfindungsgemalfen Verfahrens ist dadurch
gekennzeichnet, dass die C-terminale Aminosaure Lysin (Lys) oder Arginin (Arg)
ist, bevorzugt Lys.

Eine weitere spezielle Ausflhrungsform des erfindungsgemallen Verfahrens ist
dadurch gekennzeichnet, dass das Protein von Interesse ein Antikorper, ein Fc-
Fusionsprotein, EPO oder tPA ist.

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens ist dadurch
gekennzeichnet, dass das Protein von Interesse eine schwere Kette eines
Antikorpers ist und die C-terminale Aminosaure Lysin (Lys).

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens ist
dadurch gekennzeichnet, dass die schwere Kette des Antikérpers vom Typ 1gG1,
IgG2, 1IgG3 oder IgG4 ist, bevorzugt vom Typ IgG1, 1IgG2 oder IgG4.

Eine spezielle Ausfihrungsform des erfindungsgemalfen Verfahrens ist dadurch
gekennzeichnet, dass fur die Produktion Zellen in Suspensionskultur kultiviert
werden.  Eine weitere spezielle Ausfuhrungsform des erfindungsgemafiien
Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass fur die Produktion Zellen serumfrei
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kultiviert werden. Eine weitere spezielle AusfUhrungsform aller genannten
erfindungsgemalen Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass die Zelle in
chemisch definiertem Medium kultiviert wird. Eine bevorzugte Ausfuhrungsform
aller genannten erfindungsgemafien Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass
die Zelle in proteinfreiem Medium kultiviert wird.

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien Verfahrens ist dadurch
gekennzeichnet, dass die Zellen Saugerzellen sind.

Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform des erfindungsgemafen Verfahrens ist
dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen CHO Zellen sind, bevorzugt CHO DG44
Zellen.

Eine besonders bevorzugte Ausfihrungsform des erfindungsgemafen Verfahrens
ist dadurch gekennzeichnet, dass bei der Reinigung des Proteins von Interesse
eine niedrigere Salzkonzentration zum Einsatz kommt im Vergleich zur Reinigung

eines Wildtyp-Proteins ohne Deletion.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines Antikorpers
dadurch gekennzeichnet, dass in einer Nukleinsaure, die fur die schwere Kette
eines Antikorpers kodiert, mindestens das Kodon deletiert wird, das fur die C-
terminale Aminosaure Lysin kodiert, die Zelle mit einem Vektor transfiziert wird,
welcher die so veranderte Nukleinsaure enthalt, und die Zelle unter Bedingungen
kultiviert wird, die eine Expression des Antikorpers erlaubt.

Im folgenden wird die Erfindung anhand nicht-beschrankender Ausfuhrungs-
beispiele naher erlautert.

BEISPIELE

ABKURZUNGEN

AP: alkalische Phosphatase
Asp (=D): Asparaginsaure

bp: Basenpaar
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CHO: Chinese Hamster Ovary

CpB: Carboxypeptidase B

DHFR: Dihydrofolat-Reduktase
ELISA: enzyme-linked immunosorbant assay
HT: Hypoxanthin/Thymidin

lgG: Immunoglobulin G

lle (=1): Isoleucin

kb: Kilobase

Lys: Lysin

mAKk: monoklonaler AntikGrper

MTX: Methotrexat

MW: Mittelwert

NPT: Neomycin-Phosphotransferase
PCR: polymerase chain reaction

Phe (=F): Phenylalanin

SEAP: secreted alkaline phosphatase
WT: Wildtyp

METHODEN

Zellkultur und Transfektion

Die Zellen CHO-DG44/dhfr” werden permanent als Suspensionszellen in serum-
freiem und mit Hypoxanthin und Thymidin (HT) supplementiertem CHO-S-SFMII
Medium (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, DE) in Zellkulturflaschen bei 37°C in
feuchter Atmosphéare und 5% CO. kultiviert. Die Zellzahlen sowie die Viabilitat
werden mit einem Cedex (Innovatis) bestimmt und die Zellen dann in einer
Konzentration von 1 — 3 x10°/mL eingesét und alle 2 — 3 Tage passagiert.

Zur Transfektion von CHO-DG44 wird Lipofectamine Plus Reagenz (Invitrogen)
eingesetzt. Pro Transfektionsansatz wird dabei insgesamt 1,0 — 1,1 pg Plasmid-
DNA, 4 uL Lipofectamine und 6 pL Plus-Reagenz nach den Angaben des
Herstellers gemischt und in einem Volumen von 200 uL zu 6x10° Zellen in 0,8 ml
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HT-supplementiertem CHO-S-SFMII Medium gegeben. Nach dreistindiger
Inkubation bei 37°C in einem Zellinkubator erfolgt eine Zugabe von 2 mL HT-
supplementiertem CHO-S-SFMIlI Medium. Nach einer Kultivierungszeit von 48
Stunden werden die Transfektionsansatze entweder geerntet (transiente
Transfektion) oder einer Selektion unterworfen. Da der eine Expressionsvektor
einen DHFR- und der andere einen NPT-Selektionsmarker enthalt, werden die co-
transfizierten Zellen zur DHFR- und NPT-basierten Selektion 2 Tage nach
Transfektion in CHO-S-SFMIlI Medium ohne Hypoxanthin- und Thymidinzusatz
transferiert und dem Medium auflerdem noch G418 (Invitrogen) in einer
Konzentration von 400 ug/mL zugesetzt.

Eine DHFR-basierte Genamplifikation der integrierten heterologen Gene wird
durch Zugabe des Selektionsagens MTX (Sigma, Deisenhofen, DE) in einer
Konzentration von 5 — 2000 nM zu einem HT-freien CHO-S-SFMIl Medium

erreicht.

Expressionsvektoren

Zur Expressionsanalyse werden eukaryontische Expressionsvektoren eingesetzt,
die auf dem pAD-CMV Vektor basieren und die Expression eines heterologen
Gens Uber die Kombination CMV Enhancer/Hamster Ubiquitin/S27a Promotor
(WO 97/15664) oder CMV Enhancer/CMV Promotor vermitteln. Wahrend der
Basisvektor pBID das dhfr-Minigen enthéalt, das als amplifzierbarer
Selektionsmarker dient, ist im Vektor pBIN das dhfr-Minigen durch ein NPT-Gen
ersetzt. Hierzu wurde der NPT-Selektionsmarker, inklusive SV40 early Promotor
und TK-Polyadenylierungssignal, aus dem kommerziellen Plasmid pBK-CMV
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) als 1640 bp Bsu36l-Fragment isoliert. Nach einer
Auffullreaktion der Fragmentenden durch Klenow-DNA-Polymerase wurde das
Fragment mit dem 3750 bp Bsu361/Stul-Fragment des Vektors pBID, das ebenfalls
mit Klenow-DNA-Polymerase behandelt wurde, ligiert. In beiden Vektoren wird die
Expression des heterologen Gens Uber die Kombination CMV Enhancer/Hamster

Ubiquitin/S27a Promotor gesteuert.

40



10

15

20

25

30

WO 2009/027471 PCT/EP2008/061310

Der Vektor pBIN8a ist ein Derivat des Vektors pBIN und enthalt ein modifiziertes
NPT-Gen. Es handelt sich dabei um die NPT-Variante F2401 (Phe240lle), deren
Klonierung in W0O2004/050884 beschrieben ist. In diesem Vektor wie auch in dem
Vektor pBlIDa, einem Derivat des Vektors pBID, steht die Expression des
heterologen Gens unter der Kontrolle der CMV Enhancer/ Promotor-Kombination.

ELISA (enzyme-linked immunosorbant assay)

Die Quantifizierung der exprimierten Antikorper (IgG1, 19G2 oder IgG4) in den
Uberstanden von stabil transfizierten CHO-DG44 Zellen erfolgt mittels ELISA nach
Standardprotokollen, wobei zum einen ein Ziege anti Human IgG Fc-Fragment
(Dianova, Hamburg, DE) und zum anderen ein AP-konjugierter Ziege anti Human
Kappa light chain Antikorper (Sigma) eingesetzt wird. Als Standard dient
gereinigter AntikGrper vom jeweils gleichen Isotyp wie die exprimierten Antikorper.
Produktivitaten (pg/Zelle/Tag) werden 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.

SEAP-Assay

Der SEAP-Titer in Kulturiberstanden von transient transfizierten CHO-DG44
Zellen wird unter Verwendung des SEAP Reporter Gene Assays nach den
Protokollvorgaben des Herstellers quantifiziert (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, DE).

BEISPIEL 1: KLONIERUNG UND EXPRESSION VON IGG1 MIT C-
TERMINALER LYSINDELETION
Die schwere Kette des monoklonalen humanisierten F19 Antikorpers (IgG1/kappa)
wird als 1,5 kb Nael/Hindlll-Fragment aus dem Plasmid pG1D105F19HC
(NAGENESEQ: AAZ32786) isoliert und in den mit EcoRI (mit Klenow-DNA-
Polymerase aufgefullt) und Hindlll-verdauten Vektor pBID kloniert, wobei der
Vektor pBID/F19HC resultiert (Abb.1). Die leichte Kette hingegen wird als 1,3 kb
Hindlll/EcoRI-Fragment aus dem Plasmid pKN100F19LC (NAGENESEQ:
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AAZ32784) isoliert und in die entsprechenden Schnittstellen des Vektors pBIN
kloniert, wodurch der Vektor pBIN/F19LC entsteht (Abb.1).

Die Deletion des C-terminalen Lysins an der schweren Kette des F19-Antikorpers
erfolgt mittels PCR unter Verwendung des mutagenen Primers F19HC-Lys rev
gacgtctaga tcaacccgga gacagggaga ggc (SEQ ID NO:1) mit komplementarer
Sequenz zur Gensequenz, die fur die letzten Aminosauren der schweren Kette im
C-terminalen Bereich kodiert. Allerdings ist das Kodon des C-terminalen Lysins
durch ein Stopp-Kodon ersetzt. Zudem schliefdt sich nachfolgend noch eine Xbal-
Restriktionsschnittstelle an, die fur die spatere Klonierung genutzt wird. Dieser
mutagene Primer wird in Kombination mit dem Primer F19 heavy4 atctgcaacg
tgaatcacaa gc (SEQ ID NO:2) verwendet, der Komplementaritat zu einer weiter
stromaufwarts gelegenen Sequenz in der konstanten Region der schweren Kette
aufweist. Als Template fur die PCR-Mutagenese dient dabei der Vektor
pBID/F19HC. Das resultierende PCR-Produkt von 757 bp wird mit BmgBI (einer
stromabwarts von der Primerposition F19 heavy4 gelegenen endogenen
Schnittstelle) und Xbal verdaut und das 547 bp Restriktionsfragment dazu
verwendet, um den entsprechenden Sequenzbereich im Vektor pBID/F19HC zu
ersetzen. Daraus resultiert der Vektor pBID/IgG1-Lys, der fur eine schwere Kette
des F19-Antikorpers mit deletierter C-terminaler Aminosaure Lysin kodiert (Abb.

1).

Durch transiente Transfektion von CHO-DG44 Zellen wird zunachst Uberpruft, ob
das deletierte C-terminale Lysin, das bei allen IgG-Subtypen eine hoch
konservierte Aminosaure ist, eine essentielle Bedeutung fur die Expression oder
Sekretion des IgG1-Moleklls hat. Es wird eine Co-Transfektion mit folgenden
Plasmidkombinationen durchgeflhrt:

a) Kontrollplasmide pBID/F19HC und pBIN/F19LC, die fur den monoklonalen

Antikérper F19 in seiner Wildtypkonfiguration, also inklusive des C-
terminalen Lysins an der schweren Kette, kodieren
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b) pBID/IgG1-Lys und pBIN/F19LC, die fur einen F19-Antikbrper kodieren,
dessen schwere Kette eine C-terminale Lysin-Deletion aufweist

Pro Kombination werden jeweils 10 Pools transfiziert, wobei in jeder Co-
Transfektion aquimolare Mengen beider Plasmide eingesetzt werden. Nach 48 h
Kultivierung in einem Gesamtvolumen von 3 mL erfolgt die Ernte und die
Bestimmung des IgG1-Titers im Zellkulturiberstand mittels ELISA. Unterschiede
in der Transfektionseffizienz werden durch Co-Transfektion mit einem SEAP-
Expressionsplasmid (Zugabe von jeweils 100 ng Plasmid-DNA pro
Transfektionsansatz) und nachfolgende Messung der SEAP-Aktivitat korrigiert.

Uberraschender Weise kann gezeigt werden, dass das IgG1-Molekiil trotz der
Deletion des C-terminalen Lysins in CHO-Zellen exprimiert und sezerniert wird
und die Produktmengen vergleichbar mit der von IgG1 Wildtyp transfizierten Zellen
sind (Abb. 2).

FUr eine stabile Transfektion von CHO-DG44 Zellen wird eine Co-Transfektion mit
den gleichen Plasmidkombinationen wie oben beschrieben durchgefuhrt, wobei
pro Kombination jeweils 10 Pools erzeugt werden. Als Negativkontrolle werden 2
Mock-transfizierter Pools mitgefuhrt, d.h. gleich behandelt, aber ohne DNA-
Zugabe im Transfektionsansatz. Die Selektion stabil transfizierter Zellen erfolgt
zwei Tage nach der Transfektion in HT-freiem Medium mit Zusatz von 400 pg/mL
G418. Nach erfolgter Selektion wird der IgG1-Titer und die spezifische
Produktivitat der Zellpools Uber einen Zeitraum von 3 - 4 Passagen ermittelt
(Passagierungsrhythmus 2-2-3 Tage). Uberraschender Weise zeigt sich, dass
Zellen, die die Lysin-Deletionsvariante des IgG1 exprimieren, durchschnittlich
sogar 27% hoéhere Titer bzw. 32% hoéhere spezifische Produktivitaten erzielen als
Zellen, die den IgG1-Wildtyp exprimieren (Abb. 3). Dieser Produktionsvorteil der
Lysin-Deletionsvariante ist auch dann noch gegeben, wenn in diesen Zellpools
durch Zugabe von 100 nM MTX eine DHFR-basierte Genamplifikation induziert
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wird. Die Titer und spezifischen Produktivitdten sind durchschnittlich um 86% bzw.
120% hdéher (Abb. 4).

BEISPIEL 2: KLONIERUNG UND EXPRESSION VON I1GG4 MIT C-
TERMINALER LYSINDELETION

Zur Expression eines monoklonalen humanisierten IgG4 Antikorpers (IgG4/kappa)
wird die schwere Kette als 2,2 kb BamHI|/Smal-Fragment in das mit EcoRI
(aufgeflllte Schnittstelle durch Behandlung mit Klenow-DNA-Polymerase)- und
BamHlIl-verdaute Plasmid pBIDa kloniert, wobei das Plasmid pBlDa/lgG4 HC
resultiert (Abb. 1. Die leichte Kette hingegen wird als 1,1 kb BamHI/EcoRI-
Fragment in die Schnittstellen BamHI/EcoRI des Plasmids pBINa kloniert,
wodurch das Plasmid pBIN8a/lgG4 LC entsteht (Abb. 1).

Die Deletion des C-terminalen Lysins an der schweren Kette des IgG4-Antikorpers
erfolgt mittels PCR unter Verwendung des mutagenen Primers IgG4HC-Lys rev
gacgtctaga tcaacccaga gacagggaga ggct (SEQ ID NO:3) mit komplementarer
Sequenz zur Sequenz, die fur die letzten Aminosauren der schweren Kette im C-
terminalen Bereich kodiert. Allerdings ist das Kodon des C-terminalen Lysins
durch ein Stopp-Kodon ersetzt. Zudem schlieft sich nachfolgend noch eine Xbal-
Restriktionsschnittstelle an, die fur die spatere Klonierung genutzt wird. Dieser
mutagene Primer wird in Kombination mit dem Primer HC for8 cccctgacct
aagcccaccc (SEQ ID NO:4) verwendet, der Komplementaritat zu einer weiter
stromaufwarts gelegenen Sequenz in der konstanten Region der schweren Kette
aufweist. Als Template fur die PCR-Mutagenese dient dabei der Vektor
pBlIDa/lgG4 HC. Das resultierende PCR-Produkt von 1013 bp wird mit BmgBI
(einer stromabwarts von der Primerposition HC for8 gelegenen endogenen
Schnittstelle) und Xbal verdaut und das 644 bp Restriktionsfragment dazu
verwendet, um den entsprechenden Sequenzbereich im Vektor pBIDa/lgG4 HC zu
ersetzen. Daraus resultiert der Vektor pBIDa/lgG4-Lys, der fur eine schwere Kette

des F19-Antikorpers mit deletierter C-terminaler Aminosaure Lysin kodiert (Abb.

1).
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Durch transiente Transfektion von CHO-DG44 Zellen wird zunachst Uberpruft, ob
das deletierte C-terminale Lysin, das bei allen IgG-Subtypen eine hoch
konservierte Aminosaure ist, eine essentielle Bedeutung fur die Expression oder
Sekretion des Molekuls hat. Es wird eine Co-Transfektion mit folgenden

Plasmidkombinationen durchgeflhrt:

a) Kontrollplasmide pBIDa/lgG4 HC und pBIN8a/lgG4 LC, die fur den
monoklonalen IgG4 Antikorper in seiner Wildtypkonfiguration, also inklusive

des C-terminalen Lysins an der schweren Kette, kodieren

b) pBlDa/lgG4-Lys und pBIN8a/lgG4 LC, die fur einen monoklonalen 1gG4-
Antikoérper kodieren, dessen schwere Kette eine C-terminale Lysin-Deletion

aufweist

Pro Kombination werden jeweils 10 Pools transfiziert, wobei in jeder Co-
Transfektion aquimolare Mengen beider Plasmide eingesetzt werden. Nach 48 h
Kultivierung in einem Gesamtvolumen von 3 mL erfolgt die Emte und die
Bestimmung des IgG4-Titers im Zellkulturiberstand mittels ELISA. Unterschiede
in der Transfektionseffizienz werden durch Co-Transfektion mit einem SEAP-
Expressionsplasmid (Zugabe von jeweils 100 ng Plasmid-DNA pro

Transfektionsansatz) und nachfolgende Messung der SEAP-Aktivitat korrigiert.

Uberraschender Weise kann gezeigt werden, dass das IgG4-Molekiil trotz der
Deletion des C-terminalen Lysins in CHO-Zellen sogar etwas besser produziert
wird als der IgG4 Wildtyp (Abb. 5).

FUr eine stabile Transfektion von CHO-DG44 Zellen wird eine Co-Transfektion mit
den gleichen Plasmidkombinationen wie oben beschrieben durchgeflhrt, wobei
pro Kombination jeweils 10 Pools erzeugt werden. Als Negativkontrolle werden 2
Mock-transfizierter Pools mitgefuhrt, d.h. gleich behandelt, aber ohne DNA-

45



10

15

20

25

30

WO 2009/027471 PCT/EP2008/061310

Zugabe im Transfektionsansatz. Die Selektion stabil transfizierter Zellen erfolgt
zwei Tage nach der Transfektion in HT-freiem Medium mit Zusatz von 400 pg/mL
G418. Nach erfolgter Selektion wird durch Zugabe von 100 nM MTX eine DHFR-
basierte Genamplifikation induziert wird. Die IgG4-Titer und die spezifische
Produktivitat der Zellpools werden Uber einen Zeitraum von 3 - 4 Passagen
ermittelt (Passagierungsrhythmus 2-2-3 Tage). Insgesamt resultieren nach der
Selektion und Amplifikation aus den mit IgG4 Wildtyp-transfizierten Zellen 4 und
aus den mit der Lysin-Deletionsvariante transfizierten Zellen 6 stabil
exprimierende Zellpools.. Uberraschender Weise zeigt sich, dass Zellen, die die
Lysin-Deletionsvariante des IgG4s exprimieren, durchschnittlich sogar 63 %
héhere Titer bzw. 70 % hdhere spezifische Produktivitaten erzielen als Zellen, die
den 1IgG4-Wildtyp exprimieren (Abb. 6). Dieser Produktionsvorteil der Lysin-
Deletionsvariante ist auch bei dem nachfolgenden Amplifikationsschritt mit 400 nM
MTX gegeben. Hier werden im Durchschnitt 53% hoéhere Titer und 66% hdhere
spezifischen Produktivitaten erzielt (Abb. 7).

BEISPIEL 3: KLONIERUNG UND EXPRESSION VON IGG2, IGG3, FC-
FUSIONSPROTEINEN UND ANDEREN BIOMOLEKULEN
MIT C-TERMINALER AMINOSAUREDELETION
Zur Deletion des C-terminalen Lysins bei den schweren Ketten der Antikorper-
Isotypen 1gG2 und 1gG3 wird die PCR-Mutagenese, wie schon in Beispiel 1 und 2
fur die Isotypen 1 und 4 beschrieben, herangezogen. Auf gleiche Weise werden
auch C-terminale Lysindeletionen an Fc-Fusionsproteinen (bivalent oder
bispezifisch), bei denen Biomoleklle wie Zytokine, l6sliche Rezeptoren eftc.
Bestandteil eines Fc-Fusionsproteins sind (Beispiele: Alefacept, LFA-3-Fc,
Etanercept TNFR-Fc), vorgenommen.
Eine Erweiterung des Konzepts der Kodondeletion von C-terminalen Aminosauren
ist denkbar fur Biomolekule wie z.B. Erythropoetin (EPO) und tissue Plasminogen
Activator (tPA), bei denen eine proteolytische Abspaltung des C-terminalen
Arginins bekannt ist (M.A. Recny, H.A. Scoble and Y. Kim, J. Biol. Chem., 262
(1987) 17156-17163; Harris, R.J. (1995) Journal of Chromatography A, 705 (1),
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pp. 129-134). Voraussetzung dabei ist die Aufrechterhaltung der biologischen
Aktivitat oder wie z.B. im Fall von tPA die weiterhin intakte proteolytischen
Prozessierung.

In transienten Transfektionen wird zunachst gepruft, ob die Deletion der C-
terminalen Aminosaure einen Einfluss auf die Expression und Sekretion hat.
Danach werden stabile Transfektionen durchgefihrt und die spezifischen
Produktivitaten und Titer von Zellpools, die mutierte Proteine oder Wildtyp-

Proteine exprimieren, miteinander verglichen.

BEISPIEL 4: REINIGUNG VON IGG1 WT UND IGG1 -LYS

Fir den lIsotyp 1gG1 bzw. die WT- und die Lysin-Deletionsvariante ist die
Aufarbeitung identisch. Die Protein A Affinitatschromatogrphie (MabSelect, GE)
erfolgt gemaf den Angaben des Herstellers.

Die Quantifizierung der Produktausbeute nach ProteinA Chromatographie erfolgt
mittels ProteinA HPLC. Die Ausbeuten liegen bei beiden Varianten des Isotyps
IgG1 unabhangig von der Lysin-Kodondeletion bei Uber 90% (Abb. 8). Die
Lysindeletion hat keinen negativen Einfluss auf die Affinitatschromatographie bzw.
die Produktausbeute. Die Produktheterogenitat bzgl. des C-terminalen Lysins wird
sowohl qualitativ im isoelectric focusing (IEF) als auch quantitativ per weak
cationic exchange (WCX) bestimmt (siehe Abb. 9 und 11). Um die durch C-
terminales Lysin verursachte Ladungsheterogenitat qualitativ mittel IEF zu
bestimmen, werden die Antikérper mit Carboxypeptidase B inkubiert. Bei 37°C
werden 10 ug Carboxypeptidase B in 100 pL und einer AntikGrperkonzentration
von 1 mg/mL fur 2 h inkubiert. In Abb.9 zeigt sich fur den WT-Antikorper (IgG1)
nach enzymatischer Abspaltung mit Carboxypeptidase B (CpB) eine Reduktion in

der Anzahl der Banden.
Die Kationaustauschchromatographie (ProPac WCX-10 / 4 x 250 mm) erfolgt mit

einer Flussrate von 1 mL/min und einem Gradienten von 5-10% Uber 40 min
(PufferA 20mM MES-Puffer pH 6,7; PufferB: 20mM , 1M NaCl pH®6,7). Die Saule
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wird mit jeweils 40 ug Antikorper beladen. Der WT und die —Lys Variante werden
jeweils mit bzw. ohne enzymatische CpB Behandlung analysiert.

Im Elutionsprofil bzw. Overlay des IgG1 WT sind die Zustande Lys1 und Lys2
durch die basischen Peaks 1 und 2 gekennzeichnet. |hr Produktanteil betragt ~10
%. Das Elutionsprofil bzw. Overlay der Variante mit Lysindeletion weist eine sehr
geringe Heterogenitat im basischen Bereich auf. Der Produktanteil liegt unter 1%
(Abb.11).

BEISPIEL 5: REINIGUNG VON IGG4 WT UND IGG4 -LYS

Fir den lIsotyp 1gG4 bzw. die WT- und die Lysin-Deletionsvariante ist die
Aufarbeitung identisch zum 1IgG1. Die Protein A Affinitatschromatogrphie
(MabSelect, GE) erfolgt gemaRk Angaben des Herstellers.

Die Quantifizierung der Produktausbeute nach ProteinA Chromatographie erfolgt
mittels ProteinA HPLC. Die Ausbeuten liegen bei beiden Varianten des Isotyps
IgG4 unabhangig von der Lysin-Kodondeletion ebenfalls bei Uber 90% (Abb. 8).
Fir den Isotyp 1gG4 bzw. dessen Lysin-Codondeletion bestatigt sich wie bei IgG1
der nicht vorhandene negative Einfluss auf die Affinitatschromatographie bzw. die
Produktausbeute. Die Produktheterogenitat bzgl. des C-terminalen Lysins wird
quantitativ per LC-MS bestimmt (siehe Abb. 10 und 12). Zur Bestimmung der C-
terminalen Lysinverteilung werden die AntikGrperproben zunachst mit DTT
reduziert. Im Anschluss werden die reduzierte leichte Kette und die reduziete
schwere Kette (HC 1-446 ohne Lys bzw. HC1-447 mit Lys) uber HPSEC getrennt
und in sich anschlieRender (in-line) ESI-TOF-MS analysiert. Die Verteilung des C-
terminalen Lysins basiert auf den Peakflachen fur die HC 1-446 bzw. HC 1-447.
Im Massenspektrogramm der schweren Kette zeigt sich der Massenshift durch
das Lysin in Abhangigkeit von der Glykosylierung (GO, G1, G2) (Abb. 12). Der
ermittelte Produktanteil von AntikOrpermolekilen (IgG4 WT) mit C-terminalen
Lysinen in der schweren Kette (Lys1 und Lys2) betragt ca. 20% (Abb. 10).
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BEISPIEL 6: THERMISCHE STABILITAT

Die Bestimmung der thermischen Stabilitat mittels intrinsischer Fluoreszenz
(Tryptophan) zeigt keinen Einfluss des C-terminalen Lysins (IgG1 WT und -Lys T,
69°C; bzw. IgG4 WT und —Lys 64°C). Die Anregungswellenlange liegt bei 295 nm.
Das jeweilige Emissionsspektrum wird in 1°C Inkrementen Gber einen Bereich von
25°C bis 85°C vermessen. Die Emissionsspekiren werden Uber einen
Wellenlangenbereich von 300 nm bis 450 nm aufgenommen. Weitere technische
Daten: Fluoreszenzspektrometer LS55 Perkin Elmer, Spaltbreite 4 nm fir
anregungs- und emissionsseitig, Temperaturmessung/PT100- in der Probe.

Die Proteinkonzentrationen betragen 0,1 mg/mL in PBS-Puffer. Die Untersuchung
zeigt, dass das C-terminale Lysin der schweren AntikOrperkette keinen Einfluss
auf die thermische Stabilitat des Antikérpermolekuls hat.

Schon fruhere Untersuchungen zeigten bereits, dass kein Einfluss des C-
terminalen Lysins der schweren Antikorperkette auf die thermischen Stabilitat des
Antikérpermolekule besteht (Liu et al. Immunol. Lett. 2006, 106 (2), 144-153).
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Steigerung des Titers eines Proteins von Interesse einer
Zelle dadurch gekennzeichnet, dass
a. in einer Nukleinsauresequenz, die fur das Protein von Interesse
kodiert, mindestens das Kodon deletiert wird, das fur die C-terminale
Aminosaure kodiert,
b. die Zelle mit einem Vektor transfiziert wird, welcher die veranderte
Nukleinsaure aus a) enthalt und
c. die Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, die eine Produktion des

Proteins von Interesse erlaubt.

2. Verfahren gemal Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass der Tlter um
mindestens 10%, 20%, 50%, bevorzugt 75% gesteigert ist in Bezug auf den
Vergleichswert des Proteins ohne die Deletion der C-terminalen

Aminosaure.

3. Verfahren gemafl® Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass die
spezifische Produktivitdt der Zelle um mindestens 10%, 20%, 50%,
bevorzugt 75% gesteigert ist in Bezug auf den Vergleichswert des Proteins
ohne die Deletion der C-terminalen Aminosaure.

4. Verfahren zur Erzeugung eines Expressionsvektors zur gesteigerten
Produktion eines Proteins von Interesse dadurch gekennzeichnet, dass
a. in der Nukleinsauresequenz, die fur das Protein von Interesse
kodiert, mindestens das Kodon deletiert wird, das fur die C-terminale
Aminosaure kodiert, und
b. die so modifizierte Nukleinsauresequenz aus a) in einen

Expressionsvektor eingefluhrt wird.
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5. Verfahren zur Erzeugung einer Zelle mit gesteigertem Titer eines Proteins

von Interesse dadurch gekennzeichnet, dass
a. eine Gruppe von Zellen gemal} einem Verfahren nach Anspruch 1
behandelt wird und

b. anschlielend eine Einzelzellklonierung vorgenommen wird.

. Verfahren zur Herstellung eines Proteins von Interesse in einer Zelle

dadurch gekennzeichnet, dass
a. eine Gruppe von Zellen gemal einem Verfahren nach Anspruch 1
behandelt wird,
b. diese Zellen aus a) in Anwesenheit zumindestens eines
Selektionsdrucks selektioniert werden,
c. optional eine Einzelzellklonierung vorgenommen wird und
d. das Protein von Interesse aus den Zellen oder dem Kulturtberstand

gewonnen wird.

. Verfahren zur Herstellung mindestens eines Proteins von Interesse nach

Anspruch 6 dadurch gekennzeichnet, dass die zur Herstellung verwendete
Zellen nach  Durchfuhrung von  Schritt b) zusatzlich einem

Genamplifikationsschritt unterzogen werden.

. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 7 dadurch gekennzeichnet,

dass die C-terminale Aminosaure Lysin (Lys) oder Arginin (Arg) ist,

bevorzugt Lys.

. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8 dadurch gekennzeichnet,

dass das Protein von Interesse ein Antikorper, ein Fc-Fusionsprotein, EPO
oder tPA ist.
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10.Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 7 dadurch gekennzeichnet,
dass das Protein von Interesse eine schwere Kette eines Antikérpers und
die C-terminale Aminosaure Lysin (Lys) ist.

11.Verfahren nach Anspruch 10 dadurch gekennzeichnet, dass die schwere
Kette des Antikorpers vom Typ IgG1, 1gG2, IgG3 oder IgG4 ist, bevorzugt
vom Typ IgG1, 1IgG2 oder I1gG4.

12.Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 11 dadurch gekennzeichnet,
dass das Protein von Interesse ein monoklonaler, polyklonaler, Saugetier-,
Maus-, chimerer, humanisierter, Primaten- oder ein humaner AntikGrper ist
oder ein Antikdrperfragment oder —derivat einer schweren Kette eines
Immunoglobulin  Antikorpers ist oder eines Fab, F(ab’)2, Fc, Fc-Fc
Fusionsproteins, Fv, single chain Fv, single domain Fv, tetravalenten single
chain Fv, Disulfid-verknapften Fv, Domanen-deletierten Antikorpers, eines
Minibodys, Diabodys, oder eines Fusionspolypeptides eines der genannten
Fragmente mit einem anderen Peptid oder Polypeptid ist oder ein Fc-Peptid

Fusionsprotein, ein Fc-Toxin Fusionsprotein oder ein Scaffold-Protein.

13.Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 12 dadurch gekennzeichnet,
dass die Zelle in Suspensionskultur kultiviert wird.

14.Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 12 dadurch gekennzeichnet,
dass die Zelle serumfrei kultiviert wird.

15.Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 14 dadurch gekennzeichnet,
dass die Zelle eine eukaryotische Zelle ist, z.B. aus Hefe, Pflanzen,

Wdarmern, Insekten, Vogeln, Fischen, Reptilien oder Saugern.

16.Verfahren nach Anspruch 15 dadurch gekennzeichnet, dass die Zelle eine
Saugerzelle ist.
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17.Verfahren nach Anspruch 16 dadurch gekennzeichnet, dass die Zelle eine
CHO Zelle ist, bevorzugt eine CHO DG44 Zelle.

18.Expressionsvektors mit gesteigerter Expression eines Gens von Interesse

generierbar nach einem Verfahren gemaf Anspruch 4.

19.Zelle generierbar nach einem Verfahren gemaf Anspruch 5.

20.Verfahren zur Produktion und Reinigung eines Proteins von Interesse
dadurch gekennzeichnet, dass

a. in einer Nukleinsauresequenz, die fur das Protein von Interesse

kodiert, mindestens das Kodon deletiert wird, das fur die C-terminale
Aminosaure kodiert, und

b. das erhaltene Protein von Interesse eine verringerte Heterogenitat

aufweist im Vergleich zum Protein ohne die Deletion der C-

terminalen Aminosaure.

21.Verfahren nach Anspruch 20 dadurch gekennzeichnet, dass die C-

terminale Aminosaure Lysin (Lys) oder Arginin (Arg) ist, bevorzugt Lys.

22.Verfahren nach einem der Anspruche 20 oder 21 dadurch gekennzeichnet,
dass das Protein von Interesse ein Antikorper, ein Fc-Fusionsprotein, EPO
oder tPA ist.

23.Verfahren nach einem der Ansprlche 20 bis 22 dadurch gekennzeichnet,

dass das Protein von Interesse eine schwere Kette eines Antikorpers ist
und die C-terminale Aminosaure Lysin (Lys).
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24 Verfahren nach Anspruch 23 dadurch gekennzeichnet, dass die schwere
Kette des Antikorpers vom Typ IgG1, 1gG2, IgG3 oder 1gG4 ist, bevorzugt
vom Typ IgG1, IgG2 oder IgG4.

5 25.Verfahren nach einem der Anspriche 20 bis 24 dadurch gekennzeichnet,
dass bei der Reinigung des Proteins von Interesse eine niedrigere
Salzkonzentration zum Einsatz kommt im Vergleich zur Aufreinigung eines

Proteins ohne die Deletion der C-terminalen Aminosaure.

10
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Box No. II Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. D Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. III  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see additional sheet

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

O

As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. % No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

see annex

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)
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The International Searching Authority has found that the international application contains
multiple (groups of) inventions, as follows:

1. Claims 1-9, 13-19 (all in part); 10-12 (in full)

Method for increasing the titer or the specific production of an antibody or Fc fusion protein of
interest, or an antibody fragment or antibody derivative, characterized in that at least the codon
of the C-terminal lysine is deleted in the nucleic acid sequence coding therefor.

2. Claims 1-9, 13-19 (all in part)

Method for increasing the titer or the specific production of an EPO protein, characterized in
that at least the codon of the C-terminal arginine is deleted in the nucleic acid sequence coding
therefor.

3. Claims 20-22, 25 (all in part); 23-24 (in full)

Method for reducing the heterogeneity of an antibody or Fc fusion protein of interest, or an
antibody fragment or antibody derivative, characterized in that at least the codon of the C-
terminal lysine is deleted in the nucleic acid sequence coding therefor.

4. Claims 20-22, 25 (all in part)

Method for increasing the heterogeneity of an EPO protein, characterized in that at least the C-
terminal codon is deleted in the nucleic acid sequence coding therefor.

5. Claims 1-9, 13-22, 25 (all in part)

Method for increasing the titer, the specific production or for reducing the heterogeneity of a
tPA protein, characterized in that at least the C-terminal codon is deleted in the nucleic acid
sequence coding therefor.
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A. KLASSIFIZIERUNG PES ANMELDUNGSGEGENSTANDES

INV. C12N15/13 C12N15/85 CUO7K16/00 C07K14/505 C12N9/72

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der netionalen Klassifikation und der IPG

B. RECHERCHIERTE GEBIETE
Recherchierter Mindestpriifstoff (Klassifikationssystem und Klassifiikationssymbole )

Ci2N CO7K

Recherchierte, aber nicht zum Mindestprilfstoff gehdrende Versffentlichungen, soweit diese unter die recherchierien Gebiete fallen

Wahrend der internationalen Recherche konsultierie elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie* | Bezeichnung der VerSffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X PARKER E M ET AL: "Truncation of the 1-7,
extended carboxyl-terminal domain 13-16,
increases the expression and regulatory 18,19

activity of the avian beta-adrenergic
receptor."

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 25 MAY
1991,

Bd. 266, Nr. 15,

25. Mai 1991 (1991-05-25), Seiten
9987-9996, XP002471092

ISSN: 0021-9258

Abbildung 1

Tabelle 1

Seite 9989

Weitere Verdifentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen Siehe Anhang Patentfamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen ™ Spdéitegje Velrjaffertltlicgung, die n&fxfch tclie‘r]nt intelc'jnationtz-llera An{néaldedatum
pr 3 ¢ " i . . oder dem Prioritétsdatur  veroffentlicht worden ist und mit der
A Vgggfi?gg?g‘fg%égfngigsaggg&?;%‘ aségﬂgeﬂgﬁs‘;fhmk definiert, } Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zun  Versténdnis des der
. . X N Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden

‘E" &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen Theorie angegeben ist

Anmeldedatum verbffentiicht worden ist ) *X* Versffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchie Erfindung
*L* Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritéisanspruch zweifelhaft er— kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf

scheinen zu lassen, oder durch die das Veréffentiichungsdatum einer erfinderischer Tatigkeit beruhend betra htet werden

anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden «
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet

oy | Busgefilhrt) o o werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen

O Verbffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, . Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
eine Benutzung, eine Ausslellung oder andere MaBinahmen bezieht diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist

"P* Verbffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach

'Y* Veréifentlichung von besonderer Bedeutu ng; die beanspruchte Erfindung

dem beanspruchten Prioritatsdatum verdffentiicht worden ist '&" Verdifentlichung, die Mitglisd derselben Patentfamilie ist
Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedatum des internationalen Recherchenberichts
29. Oktober 2008 14/01/2009
Name und Postanschrift der Intetnationalen Recherchenbehérde Bevolimachtigter Bediensteter

Europdisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL — 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340~2040,

Fax: (+31-70) 340-3016 Bumb, Peter

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (April 2005)



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2008/061310
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Kategorie* | Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erfordetiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

X TAKAI T ET AL: “Expression of humanized
Fab fragments that recognize the
IgE-binding domain of human
Fc(epsilon)RIalpha in COS and CHO cells."
JOURNAL OF BIOCHEMISTRY JAN 2001,

Bd. 129, Nr. 1, Januar 2001 (2001-01),
Seiten 5-12, XP002471093

ISSN: 0021-924X

Seite 6

Seite 8 - Seite 10

Abbildung 5

A US 2004/081651 A1 (KARPUSAS MICHAEL [US]
ET AL) 29. April 2004 (2004-04-29)
Absatz [0291]

A LUND J ET AL: "Expression and
characterization of truncated forms of
humanized L243 IgGl. Architectural
features can influence synthesis of its
oligosaccharide chains and affect
superoxide production triggered through
human Fcgamma receptor I"

EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, BERLIN,
DE,

Bd. 267, Nr. 24, Dezember 2000 (2000-12),
Seiten 7246-7257, XP003002553

ISSN: 0014-2956

Abbildungen 1,4

Seite 7251, T1inke Spalte

A LAPPIN T R J ET AL: "STRUCTURE-FUNCTION
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ANNALS OF THE NEW YORK ACADEMY OF
SCIENCES, NEW YORK ACADEMY OF SCIENCES,
NEW YORK, NY, US,

Bd. 718, 26. April 1993 (1993-04-26),
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Feld Nr. I Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

-GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspriiche kein internationaler Recherchenbericht erstellt;

1. D Anspriiche Nr.
well sle sich auf Gegenstinde beziehen, zu deren Recherche diese Behdrde nicht verpfiichtet ist, ndmiich

2, D Anspriiche Nr. -
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeidung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entspre—
chen, dass eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiinrt werden kann, namlich

3. D Anspriiche Nr.
weil es sich dabei um abhéngige Anspriiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefasst sind.

Feld Nr. il Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Diese Internationale Recherchenbehotrde hat festgestellt, dass diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthélt:

siehe Zusatzblatt

1. D Da der Anmelder alle erforderlichen zusétzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche.

2 D Da flir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefithrt werden konnte, der
) zusétzliche Recherchengebihr gerechtertigt hétte, hat die Behérde nicht zur Zahlung solcher Gebiihren aufgefordert.

3. D Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusétzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich
dieser internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, filr die Gebiihren entrichtet worden sind, namiich auf die
Anspriiche Nr.

4, m Der Anmelder hat die erfordertichen zusétzlichen Recherchengebilhren nicht rechtzeitig entrichtet. Dieser internationale
Recherchenbericht beschréankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwéhnte Erfindung; diese ist in folgenden
Anspriichen erfasst:

see annex
Bemerkungen hinsichtlich Der Anmelder hat die zusaizlichen Recherchengebiihren unter Widerspruch entrichtet und die
eines Widerspruchs gegebenenfalls erforderliche Widerspruchsgebiihr gezahlt.

D Die zusétzlichen Recherchengebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit,
jedoch wurde die entsprechende Widerspruchsgebihr nicht innerhalb der in der
Aufforderung angegebenen Frist entrichiet.

D Die Zahlung der zusétzlicher Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2)) (April 2005}
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WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Die internationale Recherchenbehdorde hat festgestellt, dass diese
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthilt,
ndmlich:

1. Anspriiche: 1-9, 13-19 (alle teilweise); 10-12 (ganz);

Verfahren zur Steigerung des Titers oder der spezifischen
Produktion eines Antikdrpers oder Fc-Fusionsproteins von
Interesse, bzw. eines Antikdrperfragmentes oder -derivats,
dadurch gekennzeichnet, dass in der dafiir kodierenden
Nukleinsduresequenz mindestens das C-terminale Lysin-Kodon
deletiert wird

2. Anspriiche: 1-9, 13-19 (alle teilweise)

Verfahren zur Steigerung des Titers oder der spezifischen
Produktion eines EPO-Proteins, dadurch gekennzeichnet, dass
in der daflr kodierenden Nuleinsduresequenz mindestens das
C-terminale Arginin—Kodon deletiert wird

3. Anspriiche: 20-22, 25 (alle teilweise); 23-24 (ganz);

Verfahren zur Verringerung der Heterogenitidt eines
Antikorpers oder Fc-Fusionsproteins von Interesse, bzw.
eines Antikorperfragmentes oder -derivats, dadurch
gekennzeichnet, dass in der dafir kodierenden
Nuleinsduresequenz mindestens das C-terminale Lysin-Kodon
deletiert wird"

4. Anspriiche: 20-22, 25 (alle teilweise);

Verfahren zur Verringerung der Heterogenitat eines
EPO-Proteins, dadurch gekennzeichnet, dass in der dafiir
kodierenden Nuleinsduresequenz mindestens das C-terminale
Kodon deletiert wird

5. Anspriiche: 1-9, 13-22, 25 (alle teilweise);

Verfahren zur Steigerung des Titers, zur Steigerung der
spezifischen Produktion oder zur Verringerung der
Heterogenitdt eines tPA-Proteins, dadurch gekennzeichnet,
dass in der dafir kodierenden Nuleinsduresequenz mindestens
das C-terminale Kodon deletiert wird
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Intemationales Akienzeichen
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Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angeflihries Patentdokument Verbffentlichung Patentfamilie Verdffentlichung
US 2004081651 Al 29-04~2004 AU 2002258778 A2 28-10-2002
BG 108340 A 29-10-2004
BR 0209792 A 26-04-2005
CA 2443903 Al 24-10-2002
CN 1561345 A 05-01-2005
€z 20033039 A3 17-03-2004
EE 200300509 A 16-08-2004
EP 1423431 A2 02-06-2004
HU 0402250 A2 28-01-2005
IS 6982 A 08-10-2003
JP 2004536580 T 09-12-2004
MX  PA03009390 A 29-01-2004
NO 20034554 A 15-12-2003
NZ 529494 A 26-08-2005
PL 367324 Al 21-02-2005
SK 13742003 A3 07-07-2004
Wo 02083854 A2 24-10-2002
YU 80903 A 25-05-2006

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie) (April 2005)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - front-page
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - description
	Page 24 - description
	Page 25 - description
	Page 26 - description
	Page 27 - description
	Page 28 - description
	Page 29 - description
	Page 30 - description
	Page 31 - description
	Page 32 - description
	Page 33 - description
	Page 34 - description
	Page 35 - description
	Page 36 - description
	Page 37 - description
	Page 38 - description
	Page 39 - description
	Page 40 - description
	Page 41 - description
	Page 42 - description
	Page 43 - description
	Page 44 - description
	Page 45 - description
	Page 46 - description
	Page 47 - description
	Page 48 - description
	Page 49 - description
	Page 50 - description
	Page 51 - description
	Page 52 - claims
	Page 53 - claims
	Page 54 - claims
	Page 55 - claims
	Page 56 - claims
	Page 57 - drawings
	Page 58 - drawings
	Page 59 - drawings
	Page 60 - drawings
	Page 61 - drawings
	Page 62 - drawings
	Page 63 - drawings
	Page 64 - drawings
	Page 65 - drawings
	Page 66 - drawings
	Page 67 - drawings
	Page 68 - drawings
	Page 69 - drawings
	Page 70 - drawings
	Page 71 - wo-search-report
	Page 72 - wo-search-report
	Page 73 - wo-search-report
	Page 74 - wo-search-report
	Page 75 - wo-search-report
	Page 76 - wo-search-report
	Page 77 - wo-search-report
	Page 78 - wo-search-report
	Page 79 - wo-search-report
	Page 80 - wo-search-report

