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Patentkrav

1. Fremgangsmate for & produsere et immunglobulins enkelt variable domene i en

5 gjeer, som omfatter

A) & anvende betingelser som fremmer dannelsen av disulfidbroer i immun-

globulinets enkelt variable domenes, eller

B) & fjerne immunglobulinets enkelt variable domener som mangler minst én

disulfidbro ved & anvende betingelser valgt fra

10 i) 8 binde immunglobulinets enkelt variable domener som omfatter frie tiol-
grupper til immobiliserte tiol-grupper, eventuelt under denaturerende
betingelser;
0g
ii) revers-fase-hgy-presisjons-kromatografi, eller

15 C) en kombinasjon av (A) og (B),

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

fglgende:

a) & tilsette oksiderende metallioner til minst ett produksjonstrinn valgt fra:
kulturbuljongen etter fermentering, supernatanten som omfatter immunglobulinets

20 enkelt variable domene etter fjerning av verten, hvilket som helst trinn etter
rensing av immunglobulinets enkelt variable domene, eller det rensede

immunglobulin enkelt variable domene eller

b) 3 tilsette Cu2+ til en endelig konsentrasjon pa 1 til 10 mM.

25 2. Fremgangsmaten i henhold til krav 1 A) (a), hvor nevnte metallioner er valgt fra
Cu2+, Fe2+, Fe3+ and Zn2+.

3. Fremgangsmaten i henhold til hvilket som helst av kravene 1 A) (a) eller 2, hvor

nevnte metallioner blir tilsatt til en sluttkonsentrasjon av metallionet pa 0,15 til 10 mM.
30

4, Fremgangsmate i henhold til krav 1 A) (b), hvor Cu2+ blir tilsatt til en slutt-

konsentrasjon pa 1 til 10 mM til minst ett produksjonstrinn av immunglobulinets enkelt

variable domene valgt fra:

a dyrke verten for & produsere immunglobulinets enkelt variable domene, kulturbuljongen

35 etter fermentering, kultursupernatanten som omfatter immunglobulinets enkelt variable



10

15

20

25

30

35

NO/EP2982690

domene etter fjerning av verten, hvilket som helst trinn etter rensing av immun-
globulinets enkelt variable domene, eller det rensede immunglobulinets enkelt variable

domene.

5. Fremgangsmaten i henhold til et hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvor nevnte
tilsetning av oksiderende metallioner blir utfgrt alene, eller i kombinasjon med én eller

flere av betingelsene i henhold til krav 1 B).

6. Fremgangsmaten i henhold til et hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvor
immunglobulinets enkelt variable domene er festet til en stasjonzer fase av en

kromatografisk kolonne.

7. Fremgangsmaten i henhold til et hvilket som helst av kravene 1 til 6, hvor nevnte
vert er valgt fra Pichia, Hansenula, Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Torulopsis,
Torulaspora, Schizosaccharomyces, Citeromyces, Pachysolen, Debaromyces,
Metschunikowia, Rhodosporidium, Leucosporidium, Botryoascus, Sporidiobolus,

Endomycopsis, fortrinnsvis Pichia pastoris.

8. Fremgangsmate i henhold til et hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvor
immunglobulinets enkelt variable domene er en lett kjedes variable domene sekvens eller

en tung kjedes variable domene sekvens.

9. Fremgangsmate i henhold til krav 8, hvor immunglobulinets enkelt variable domene
er en tung kjedes variable domene sekvens som er avledet fra et konvensjonelt firekjedet
antistoff eller en tung kjedes variable domene sekvens som er avledet fra en tung kjedes

antistoff.

10. Fremgangsmaten i henhold til et hvilket som helst av kravene 1 til 9, minst som
omfatter trinnene med & dyrke verten for & produsere immunglobulinets enkelt variable

domene som omfatter:

a) 8 dyrke nevnte vert eller vertscelle under betingelser som er slik at nevnte vert

eller vertscelle vil formere seg;

b) 8 opprettholde en vert eller vertscelle under betingelser som er slik at nevnte
vert eller vertscelle uttrykker og/eller produserer immunglobulinets enkelt variable
domene;

eventuelt etterfulgt av:

c) d isolere og/eller & rense det utskilte immunglobulinets enkelt variable domene

fra mediet.
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11. Fremgangsmaten i henhold til krav 10, hvor betingelser som fremmer dannelsen av

disulfidbroer blir anvendt etter trinn b), eller ved eller etter trinn c).

12. Fremgangsmaten i henhold til krav 10, hvor betingelser som fremmer dannelsen av
disulfidbroer blir anvendt pa det rene immunglobulinets enkelt variable domene, eller
semi-rensede prgver, eller p& materiale som er til stede i den uklarede kulturbuljong

og/eller i klaret kulturmedium.

13. Fremgangsmaten i henhold til krav 10 hvor betingelser som fjerner immunglobulin

enkelt variable domener som mangler minst én disulfidbro blir anvendt etter trinn b).
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