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Patentkrav 

 

1. Fremgangsmåte for fremstilling, i en gjær, av et domene-antistoff som er i stand til å 

danne en enkelt antigenbindende enhet og som er karakterisert ved et redusert nivå 5 

eller fravær av en domene-antistoffvariant som mangler minst én disulfidbinding, 

omfattende 

 

I) å anvende betingelser som fremmer dannelsen av disulfidbroer i domene-

antistoffer, eller 10 

II) å fjerne domene-antistoffer som mangler minst én disulfidbro ved å anvende 

betingelser valgt fra 

 

i) bindende domene-antistoffer som omfatter frie tiolgrupper til egnede 

reaktive grupper, eventuelt under denaturerende betingelser; og 15 

ii) reversfase-kromatografi med høy ytelse, eller 

 

III) en kombinasjon av (I) og (II) 

 

hvor de forhold som fremmer dannelsen av disulfidbroer er valgt fra én eller flere av 20 

de følgende: 

 

a) tilsetning av oksidasjonsmidler, fortrinnsvis oksiderende metallioner, 

fortrinnsvis én eller flere valgt fra Cu2+, Fe2+, Fe3+ og Zn2+; 

b) å øke ekspresjon av en protein-disulfid-isomerase (PDI) med en egnet 25 

kontrollsekvens, eller ved å øke gendosen; 

c) å tilpasse dyrkningsbetingelsene med én eller flere valgt fra de følgende: å 

senke dyrkningstemperaturen og/eller å optimalisere dyrkningsmediet, med én 

eller flere valgt fra følgende: reduksjon av metanoltilførsel for verter som krever 

en metanoltilførsel, senke ledeevnen til dyrkningsmediet, eller hvilken som helst 30 

kombinasjon derav; 

d) refolding av domene-antistoffet i nærvær av redox-buffer, fortrinnsvis i 

ytterligere nærvær av denaturant; 

e) å behandle domene-antistoffet ved oksygenering, økende temperatur, økende 

pH, eller høyt trykk, eller enhver kombinasjon derav; og 35 

f) kombinasjoner av hvilke som helst av a) til e). 
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2. Fremgangsmåte for fremstilling, i en gjær, av et domene-antistoff som er i stand til å 

danne en enkelt antigen-bindende enhet, og som omfatter 

 

I) å anvende betingelser som fremmer dannelsen av disulfidbroer i domene-

antistoffer, eller 5 

II) å fjerne domene-antistoffer som mangler minst én disulfidbro ved å anvende 

betingelser valgt fra 

 

i) bindende domene-antistoffer som omfatter frie tiolgrupper til egnede 

reaktive grupper, eventuelt under denaturerende betingelser; og 10 

ii) reversfase-kromatografi med høy ytelse, eller 

 

III) en kombinasjon av (I) og (II) 

 

hvor de forhold som fremmer dannelsen av disulfidbroer er valgt fra en eller flere av 15 

de følgende: 

 

a) tilsetning av oksidasjonsmidler, fortrinnsvis oksiderende metallioner, 

fortrinnsvis én eller flere valgt fra Cu2+, Fe2+, Fe3+ og Zn2+ til minst ett 

produksjonstrinn valgt fra: kulturmediet etter gjæring, hvor supernatanten omfatter 20 

domene-antistoffet etter fjerning av verten, alle trinn etter rensing av domene-

antistoffet, eller det rensede domene-antistoffet; 

eller 

tilsetning av oksidasjonsmidler, fortrinnsvis oksiderende metallioner til en endelig 

konsentrasjon på 0,15 til 10 mM, fortrinnsvis én eller flere valgt fra Cu2+, Fe2+, 25 

Fe3+ og Zn2+; 

eller 

tilsetningen av Cu2+ til en endelig konsentrasjon på 0,1 til 10 mM; 

b) å øke ekspresjon av en protein-disulfid-isomerase (PDI) med en egnet kontroll-

promoter, eller ved å øke gendosen; 30 

c) å tilpasse dyrkningsbetingelsene med én eller flere valgt fra de følgende: å 

senke dyrkningstemperaturen til 25 °C, reduksjon av metanoltilførselen for Pichia 

til ≤5 ml/l * h, senke ledeevnen til kulturmediet til ≤28 mS : cm eller enhver 

kombinasjon derav; 

d) refolding av domene-antistoffet i nærvær av redox-buffer, fortrinnsvis i 35 

ytterligere nærvær av denaturant; 

e) å behandle domene-antistoffet ved oksygenering, øke temperaturen til 40-60 °C, 

øke pH-verdien til 8-9, eller en hvilken som helst kombinasjon derav; og 
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f) kombinasjoner av hvilke som helst av a) til e). 

 

3. Fremgangsmåte ifølge krav 1 eller 2, hvor et oksidasjonsmiddel, fortrinnsvis 

oksiderende metallioner, mer foretrukket én eller flere valgt fra Cu2+, Fe2+, Fe3+ og 

Zn2+, tilsettes til minst ett produksjonstrinn av domene-antistoffet, fortrinnsvis valgt 5 

fra: dyrking av verten for å produsere domene-antistoffet, kultursupernatanten 

omfattende domene-antistoffet etter fjerning av verten, hvilket som helst trinn av 

rensing av domene-antistoffet, det rensede domene-antistoff. 

  

4. Fremgangsmåte ifølge hvilket som helst av kravene 1 til 3, hvor nevnte protein-10 

disulfid-isomerase er valgt fra kalsekvestrin og andre PDI-beslektede proteiner som 

omfatter, men ikke er begrenset til, ERp72, ERp57, ERp60, ERp44, ERp5, ERp27 og 

PDIR. 

  

5. Fremgangsmåte ifølge hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvor refolding av 15 

domene-antistoffet i nærvær av denaturant og redox-buffer utføres ved anvendelse av 

2 M guanidiniumhydroklorid og 1 : 5 mM/mM cystamin/cysteamin. 

  

6. Fremgangsmåte ifølge hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvor domene-antistoffet 

blir behandlet ved å øke temperaturen til 55 °C, øke pH-verdien til pH 8-9, eventuelt 20 

kombinert med oksygenering ved spyling med oksygen. 

  

7. Fremgangsmåte ifølge hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvor domene-antistoffet 

er festet til en stasjonær fase av en kromatografisk kolonne. 

  25 

8. Fremgangsmåte i henhold til kravene 1 til 7, hvor domene-antistoffet er en 

tungkjede-variabel domene-sekvens som er avledet fra et konvensjonelt fire-kjedet 

antistoff eller som består av en tungkjede-variabel domene-sekvens som er avledet fra 

et tungkjede-antistoff. 

  30 

9. Fremgangsmåte ifølge hvilket som helst av kravene 1 til 8, i det minste omfattende 

de trinn å dyrke verten for å produsere domene-antistoffet som omfatter: 

 

a) dyrking av nevnte vert eller vertscelle under betingelser som er slik at verten 

eller vertscellen vil formere seg; 35 

b) opprettholdelse av en vert eller vertscelle under betingelser som er slik at nevnte 

vert eller vertscelle uttrykker og/eller produserer domene-antistoffet; eventuelt 

etterfulgt av: 
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c) isolering og/eller rensing av det utskilte domene-antistoffet fra mediet. 

 

10. Fremgangsmåte ifølge krav 9, hvor betingelser som fremmer dannelsen av 

disulfidbroer anvendes på ett eller flere av trinn a), trinn b) etter trinn b), eller på eller 

etter trinn c). 5 

  

11. Fremgangsmåte ifølge krav 9, hvor betingelsene som fjerner domene-antistoffer 

som mangler minst én disulfidbro, tilføres etter trinn b). 

  

 10 
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