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Patentkrav

1. Fremgangsmate for rensing av et rekombinant protein fra en gram-negativ bakterie-
vertscelleprove eller et ekstrakt derav, karakterisert ved at vertscellen uttrykker et
rekombinant protein, og en rekombinant disulfid-isomerase DsbC; hvor
fremgangsmaten omfatter:

a) justering av pH-verdien i vertscelleproven eller et ekstrakt derav til en pH pa 5
eller lavere for a utfelle den rekombinante disulfid-isomerase; og

b) separering av utfelt rekombinant-disulfid-isomerase fra det rekombinante
protein for & produsere en rekombinant proteinprave.

2. Fremgangsmaéte ifolge krav 1, karakterisert ved at pH-verdien til vertscelleproven
eller ekstraktet derav er justert til en pH pa 4,5 eller lavere.

3. Fremgangsmate ifolge krav 2, karakterisert ved at pH-verdien 1 vertscelleprove eller
et ekstrakt derav er justert til en pH pa 4,5 til 3,0.

4. Fremgangsmaéte ifolge krav 2, karakterisert ved at pH-verdien 1 vertscelleprove eller
et ekstrakt derav er justert til en pH pa 3 eller lavere.

5. Fremgangsmaéte ifalge krav 4, karakterisert ved at i trinn a) er vertscelle-dipeptid-
bindende protein ytterligere utfelt, og i trinn b) er vertscelle-dipeptid-bindende protein
videre adskilt fra det rekombinante protein.

6. Fremgangsmaéte ifalge hvilket som helst av de foregédende krav, karakterisert ved at
disulfid-isomerasen omfatter en histidin-tag.

7. Fremgangsmaéte ifalge hvilket som helst av de foregdende krav, karakterisert ved at
den gram-negative bakterievertscelle er E. coli.

8. Fremgangsmaéte ifalge hvilket som helst av de foregdende krav, karakterisert ved at
vertscellen omfatter Fkpa og/eller Skp.
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9. Fremgangsmaéte som angitt i hvilket som helst foregdende krav, karakterisert ved at i
trinn a) er pH-verdien 1 vertscellepreven eller ekstrakt derav justert til en pH lavere
enn 5 ved hjelp av iseddik.

10. Fremgangsmaéte ifelge hvilket som helst av de foregaende krav, karakterisert ved at
vertscelleprave eller et ekstrakt derav holdes ved en pH pa 5 eller lavere i én time eller
mindre.

11. Fremgangsmaéte ifelge hvilket som helst av de foregdende krav, karakterisert ved at
separeringen i trinn b) omfatter sentrifugering og/eller filtrering.

12. Fremgangsmaéte ifelge hvilket som helst av de foregdende krav, karakterisert ved at
etter trinn b) omfatter fremgangsmaten med et ytterligere rensetrinn ved & underkaste
den rekombinante proteinpreven for kromatografi.

13. Fremgangsmate ifolge krav 11, karakterisert ved at kromatografien er ionebytter-
kromatografi.

14. Fremgangsmate ifolge hvilket som helst av de foregdende krav, karakterisert ved at
etter trinn b) er pH-verdien av den rekombinante proteinpreven justert til en pH pa 5 til
7.

15. Fremgangsmate ifolge hvilket som helst foregdende krav, karakterisert ved at for
trinn a) tilsettes ekstraksjonsbufferen til vertscelleproven eller et ekstrakt derav og
vertscelleproven eller et ekstrakt derav underkastes et varmebehandlingstrinn.

16. Fremgangsmate ifolge hvilket som helst av de foregédende krav, karakterisert ved at
det rekombinante proteinet har en pl pd 6 til 9.

17. Fremgangsmate som angitt i krav 16, karakterisert ved at det rekombinante
proteinet har en pl pa 8 til 9.

18. Fremgangsmate ifolge hvilket som helst av de foregdende krav, karakterisert ved at
det rekombinante protein er et rekombinant antistoff.
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19. Fremgangsmate ifolge krav 18, karakterisert ved at det rekombinante antistoffet er
et monoklonalt, humanisert eller kimart antistoff, eller et fragment derav, slik som et
bindende fragment derav.

20. Fremgangsmate ifelge krav 18 eller krav 19, karakterisert ved at det rekombinante
antistoffet er et Fab- eller Fab'-fragment.

21. Fremgangsmate ifelge hvilket som helst av kravene 18 til 20, karakterisert ved at
det rekombinante antistoffet er spesifikt for human TNFa.

22. Fremgangsmate ifelge krav 21, karakterisert ved at antistoffet omfatter en
tungkjede hvor det variable domenet omfatter et CDR som har sekvensen angitt i SEQ
ID NO: 1 for CDRHI, SEQ ID NO: 2, for CDRH2 og SEQ ID NO: 3 for CDRH3, og
en lettkjede hvor det variable domenet omfatter et CDR som har sekvensen angitt i
SEQ ID NO: 4 for CDRL1, SEQ ID NO: 5 for CDRL2 og SEQ ID NO: 6 for CDRL3.

23. Fremgangsmate som angitt i krav 22, karakterisert ved at antistoffet omfatter den
lettkjede-variable region-sekvensen angitt i SEQ ID NO: 7 og den tungkjede-variable
regionen angitt i SEQ ID NO: 8.

24. Fremgangsmate som angitt i krav 23, karakterisert ved at antistoffet er et Fab-
fragment, og omfatter en tungkjede som har sekvensen angitt i SEQ ID NO: 10 og en
lettkjede som har sekvensen angitt i SEQ ID NO: 9.

25. Anvendelse av et trinn for justering av pH 1 en gram-negativ bakterievertscelle-
prove eller ekstrakt derav, transformert med en ekspresjonsvektor som koder for et
rekombinant protein til en pH pd 5 eller lavere for 4 utfelle vertscelle-rekombinant
disulfid-isomerase, skille den utfelte vertscelle-rekombinante disulfid-isomerasen fra
det rekombinante protein, og produsere en renset rekombinant proteinprove.



