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Patentkrav

1. Fremgangsmate for ekspresjonen og/eller fremstillingen av et polypeptid omfattende
ett eller flere enkeltvariable immunglobulindomener og omfattende en C-terminal
forlengelse pa& maksimalt 10 aminosyrerester hvor minst én aminosyrerest er en
cysteinrest, hvori det ene eller flere enkeltvariable immunglobulindomenene er festet til
den C-terminale forlengelsen, fremgangsmaten omfattende trinnene:

a) 3 opprettholde en Pichia pastoris-vert under forhold som er slik at Pichia pastoris-
verten uttrykker og/eller fremstiller polypeptidet;

b) & isolere og/eller rense det utskilte polypeptidet fra mediet;

hvori minst 80 % av polypeptidet isolert og/eller renset i trinn b) inneholder den minst
ene cysteinresten i den C-terminale forlengelsen, som bestemt ved massespektrometri;

og hvori den C-terminale forlengelsen velges fra et hvilket som helst av SEQ ID NO: 2-7.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvori minst 90 % av polypeptidet isolert og/eller renset
i trinn b) inneholder den minst ene cysteinresten i den C-terminale forlengelsen, som

bestemt ved massespektrometri.

3. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 2, omfattende det
ytterligere trinnet & koble én eller flere grupper, rester eller deler til den minst ene

cysteinresten til stede i den C-terminale forlengelsen.

4. Fremgangsmate ifglge krav 3, hvori den ene eller flere gruppene, restene eller delene
velges fra polyetylenglykol (PEG), et peptid, et legemiddel med lite molekyl, et lipid og et

radiomerket molekyl.

5. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvori det ene eller flere
enkeltvariable immunglobulindomenene er en lettkjedevariabel domenesekvens eller en
tungkjedevariabel domenesekvens som avledes fra et konvensjonelt firekjedet antistoff

eller en tungkjedevariabel domenesekvens som avledes fra et tungkjedet antistoff.

6. Fremgangsmate ifglge krav 5, hvori det ene eller flere enkeltvariable

immunglobulindomenene er én eller flere VHH-sekvenser.

7. Pichia pastoris-celle som omfatter en nukleinsyre eller genetisk konstruksjon som
koder for et polypeptid omfattende ett eller flere enkeltvariable immunglobulindomener
og omfattende en C-terminal forlengelse p& maksimalt 10 aminosyrerester valgt fra et

hvilket som helst av SEQ ID NO: 2-4 og 6-7, hvor minst én aminosyrerest er en
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cysteinrest, hvori det ene eller flere enkeltvariable immunglobulindomenene er festet til
den C-terminale forlengelsen, polypeptidet kan oppnds av en hvilken som helst av
fremgangsmatene ifglge kravene 1 til 6; og/eller som uttrykker, eller som under egnede
omstendigheter er i stand til & uttrykke, et polypeptid omfattende ett eller flere
enkeltvariable immunglobulindomener og omfattende en C-terminal forlengelse pa
maksimalt 10 aminosyrerester valgt fra et hvilket som helst av SEQ ID NO: 2-4 og 6-7,
hvor minst én aminosyrerest er en cysteinrest, hvori det ene eller flere enkeltvariable
immunglobulindomenene er festet til den C-terminale forlengelsen, polypeptidet kan

oppnas ved en hvilken som helst av fremgangsmatene ifglge kravene 1 til 6.
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