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PATENTKRAV

1. En in vitro-fremgangsmate for produksjon av et bispesifikt fullengde-

antistoff som omfatter de felgende trinnene:
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a) inkubere et forste fullengde-antistoff med et andre full lengde-antistoff
under reduserende betingelser som er tilstrekkelige for & tillate reduksjon av
inter-kjede-disulfidbindingene i hengsleregionen, og der CH3-regionen til
nevnte forste fullengde-antistoff er en forste CH3-region og har en Arg pé
posisjon 409, og CH3-regionen i nevnte andre fullengde-antistoff er en andre

CH3-region og har:
1) en Asp, Glu, Gly, Asn, Arg, Ser, Thr, Val eller Trp pa posisjon 368;
i1) en Phe, His, Lys, Arg eller Tyr pa posisjon 399;

iii))  en Gly, Leu, Met eller Trp pa posisjon 407 og en Lys pa posisjon 409,
og der den forste CH3 videre har en Tyr pd posisjon 407; eller

iv) en aminosyre forskjellig fra Phe, Arg eller Gly pé posisjon 405 og har
en Lys pé posisjon 409, og der den forste CH3 videre har en Phe pé
posisjon 405,

slik at sekvensene til nevnte forste og andre CH3-regioner er forskjellige og
er slik at den heterodimere interaksjonen mellom nevnte forste og andre
CH3-regioner er sterkere enn hver av de homodimere interaksjonene til
nevnte forste og andre CH3-regioner, der aminosyreposisjonene er
nummerert i overensstemmelse med EU-indeksen som beskrevet 1 Kabat, der
nevnte forste og andre fullengde-antistoff binder ulike epitoper, der nevnte

forste og andre fullengde-antistoft:

1) hver har en Fc-region med en aminosyresekvens som er av en IgG1-
isotype;

2) hver har en Fc-region med en aminosyresekvens som er av en IgG2-
isotype;

3) hver har en Fc-region med en aminosyresekvens som er av en IgG3-

isotype; eller

4) hver har en Fc-region med en aminosyresekvens som er av en IgG4-

isotype; og
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der nevnte forste og andre antistoff er humaniserte antistoff eller der nevnte forste
og andre antistoff hver omfatter en fullengde-tungkjede av et humant antistoff; og
videre der trinn a) omfatter inkubering i minst 90 minutter ved en temperatur pa
minst 20 °C 1 nerveret av 2-merkaptoetylamin ved en konsentrasjon pd minst 25
mM;

b) utsette minst 10 ml av sammensetningen som er oppnddd i trinn a) overfor
oksiderende betingelser som er tilstrekkelige til & tillate oksidering av cysteiner i

det bispesifikke fullengde-antistoffet til inter-kjede-disulfidbindinger, og

c) oppné det bispesifikke fullengde-antistoffet.

2. In vitro-fremgangsmadte ifolge krav 1,

der bade forste og andre fullengde-antistoff omfatter en Cys-Pro-Pro-Cys-sekvens i

hengselregionen.

3. In vitro-fremgangsmate ifolge ethvert av de foregdende krav,

der trinn a) omfatter tilsetting av et metall-chelaterende middel slik som EDTA,

EGTA eller sitronsyre.

4. In vitro-fremgangsmate ifolge ethvert av de foregdende krav,

der trinn a) blir utfort under reduserende betingelser med et redoks-potensiale
mellom -150 og -600 mV, slik som mellom -350 og -450 mV.

5. In vitro-fremgangsmate ifolge ethvert av de foregdende krav,

der det forste og det andre full lengde-antistoffet er i en buffer, som omfatter i
omradet av 1 - 100 mM fosfat, slik som 1 - 50 mM fosfat eller i omradet av 1 - 25

mM, eller i omradet av 5 - 20 mM.

6. In vitro-fremgangsméte ifolge krav 5,

der bufferen har pH i omradet av 4,5 - 8,5, slik som i omradet av 6,5 til 7,5.
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7. In vitro-fremgangsmate ifolge krav 5,

der bufferen er valgt fra gruppen som bestar av a) 8,1 mM natriumfosfat (Na;HPOs-
7H»0), 1,5 mM kaliumfosfat (KH2PO4), 138 mM natriumklorid (NaCl), 2,7 mM
kaliumklorid (KCI) pH 5,0; b) 8,1 mM natriumfosfat (NaxHPO4-7H>0), 1,5 mM
kaliumfosfat (KH2PO4), 138 mM natriumklorid (NaCl), 2,7 mM kaliumklorid (KCl)
pH 7,0; 3) 20 mM Tris-HCI, pH 7,8.

8. In vitro-fremgangsmate ifolge ethvert av de foregdende krav,

der trinn b) omfatter en pH i omradet 6 - 8,5.

9. In vitro-fremgangsmaéte ifolge ethvert av de foregéende krav,

der trinn b) omfatter et redoks-potensiale pa minst -300 mV.

10.  In vitro-fremgangsmate ifelge ethvert av de foregaende krav,

der de oksiderende betingelsene i trinn b) omfatter tilstedeverelsen av minst 0,05

mM oksygen.

11.  Invitro-fremgangsmaéte ifolge ethvert av de foregdende krav,

der de oksiderende betingelsene 1 trinn b) omfatter tilsetting av oksygen, der
tilsettingen av oksygen blir utfort ved fremgangsmatene som omfatter: mekanisk,
f.eks. ved agitasjon, rering, ekt trykk eller dannelse av stremning, eller ved

oversproyting med oksygen eller luft.

12.  Invitro-fremgangsméte ifolge ethvert av de foregéende krav,

der de oksiderende betingelsene i trinn b) omfatter et oksidasjonsmiddel, slik som
f.eks. dehydroaskorbinsyre (dhAA).

13.  Invitro-fremgangsmate ifolge ethvert av de foregaende krav,
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der trinn b) omfatter 4 utsette sammensetningen som er oppnédd i trinn a) for
kromatografi, slik som f.eks. kolonnekromatografi eller for filtrering, fortrinnsvis
diafiltrering slik som tangentiell stremningsfiltrering (TFF) eller normal

stromningsfiltrering (NFF).

14.  In vitro-fremgangsmate ifelge krav 13,

der diafiltreringen blir utfort ved & sirkulere sammensetningen gjennom en hul
fiberpatron som omfatter en cut-off verdi 1 omrddet 10 - 50 kDA, og med et
overflateareal i omradet 0,05 - 1 m?, og med et patroninntakstrykk i omridet 70 -

280 kPa, inntil én til syv volumer av bufferutbytting har funnet sted.

15.  In vitro-fremgangsmate ifelge ethvert av de foregdende krav,

der konsentrasjonen av det bispesifikke fullengde-antistoffet i sammensetningen

oppnédd i trinn a) er i omradet 1 - 100 g/L.

16.  In vitro-fremgangsmaéte ifolge ethvert av de foregdende krav,

der de oksiderende betingelsene i trinn b) omfatter tilsetting av et metallion,
fortrinnsvis et metallion som er valgt fra gruppen som bestar av: kobber, mangan,
magnesium, jern, nikkel og kobolt, der metallionkonsentrasjonen fortrinnsvis er 1
omradet fra 0,1 til 100 pM.

17.  Invitro-fremgangsmaéte ifolge ethvert av de foregédende krav,

der forholdet mellom det forste og det andre fullengde-antistoffet i trinn a) er 1
omradet 1:1,01 til 1:2.

18.  In vitro-fremgangsmaéte ifolge ethvert av de foregéende krav,

der enten det forste eller det andre fullengde-antistoffet ikke er i stand til & binde til

Protein-A og/eller Protein-G.
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19.  Invitro-fremgangsmaéte ifolge ethvert av de foregdende krav,

der det forste og det andre fullengde-antistoffet omfatter ulike lettkjeder.

20.  Invitro-fremgangsmate ifolge ethvert av de foregédende krav,

der den totale konsentrasjonen av det forste fullengde-antistoffet og det andre

fullengde-antistoffet i trinn a) er minst 0,25 mg/ml.

21.  Invitro-fremgangsmate ifolge ethvert av de foregédende krav,

der nevnte forste fullengde-antistoff omfatter en Phe pa posisjon 405 og en Arg pa
posisjon 409 og nevnte andre fullengde-antistoff omfatter en Leu pé posisjon 405 og

en Lys pd posisjon 409.
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