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Patentkrav

1. En fremgangsmate for fremstilling av rekombinante antistoffmolekyler valgt fra et
Fab-, modifisert Fab-, et forandret hengsel Fab-fragment, Fab'-, F(ab")2- eller Fv
fragment; et enkeltkjedet antistoff; et enkeltkjedet Fv hvor de variable domenene av det
tunge og lette kjedet er forbundet med en peptidlinker, og et antistoff med dobbel
spesifisitet, slik som et Fab-dAb som omfatter &

a) dyrke en vertscelleprgve av gram-negative bakterier transformert med en

ekspresjonsvektor som koder for et rekombinant antistoffmolekyl;

b) tilsette en ekstraksjonsbuffer med en pH pa 7,5 til 9 til preven; og

c) underkaste prgven til et varmebehandlingstrinn i et omrade fra 40 °C til 70 °C i

1 til 24 timer;

karakterisert ved at pH-en av prgven er detektert etter tilsetting av ekstraksjons-

bufferen og justert for & sikre at pH-en i prgven er 7 til 9 for varmebehandlingstrinnet.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor pH-en er detektert fgr og under oppvarmings-
fasen, under hvilken temperaturen i prgven blir hevet til den gnskede hevede

temperaturen.

3. Fremgangsmate ifglge krav 2, hvor pH-en er lavere under enn fgr oppvarmings-

fasen.

4. Fremgangsmate ifslge krav 1, 2 eller 3, hvor pH-en i prgven overvakes
kontinuerlig fra punktet av tilsetting av ekstraksjonsbufferen til starten av varme-

behandlingstrinnet.

5. Fremgangsmate ifglge krav 4, hvor pH-en av prgven overvakes kontinuerlig under

varmebehandlingstrinnet.

6. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvor varme-
behandlingstrinnet utfgres i omradet fra 40 °C til 65 °C.

7. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 6, hvor ekstraksjons-

bufferen er Tris-buffer.

8. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvor pH-en i prgven

justeres med NaOH, NH4OH, svovelsyre, EDTA eller Tris-buffer.
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9. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 8, hvor antistoffet er
spesifikt for et antigen valgt fra integriner, interleukiner, interferoner, virusantigener,

TNF, kolonistimulerende faktorer og plate-avledede vekstfaktorer.

10. Fremgangsmate ifslge et hvilket som helst av kravene 1 til 9, hvor vertscellen er

E. coli.

11. Fremgangsmate ifglge krav 10, hvor antistoffmolekylet blir uttrykt i periplasma til

E. coli.

12. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 11, hvor fremgangs-
maten i tillegg omfatter et filtrerings-, sentrifugerings- eller ionebytterkromatografi-trinn

eller en kombinasjon derav.
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