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Patentkrav
1. Fremgangsmate for a fremstille et protein av interesse hvor proteinet uttrykkes i en

prokaryot vertscelle, omfattende a:
a) dyrke vertscellene under betingelser slik at de uttrykker proteinet,
b) samle inn vertscellene fra cellekulturfluidet,
c) tilsette buffer til vertscellene, og
d) utsette vertscellene for varmebehandling utfgrt ved 30°C til 70°C, hvor bufferets
redokspotensial holdes under 0 mV under varmebehandlingen, hvor proteinet av interesse er

et rekombinant antistoff eller et rekombinant antistoffragment.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1 hvor varmebehandlingen utfgres i en beholder og
redokspotensialet opprettholdes ved a redusere mengden av oksygen (O2) som forefinnes i gassfasen

i beholderen under proteinekstraksjon.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller 2, hvor nitrogen (N,) tilsettes til gassfasen i beholderen.
4. Fremgangsmate ifglge krav 3 hvor gassfasen inneholder minst 50% N,.
5. Fremgangsmate ifglge krav 3 eller 4 hvor nevnte N; tilsettes til beholderen som en

overlagring i gassfasen i beholderen eller ved @ gjennomblase N, gjennom prgven.

6. Fremgangsmate ifglge ethvert foregaende krav hvor varmebehandlingstrinnet utfgres ved
55°C til 65°C.

7. Fremgangsmate ifglge ethvert foregaende krav hvor temperaturen opprettholdes i 1 til 18
timer.

8. Fremgangsmate ifglge ethvert foregaende krav hvor bufferets pH etter tilsetting til

vertscellene og fgr varmebehandlingen males.

9. Fremgangsmate ifglge krav 8 hvor bufferets pH er eller justeres til en pH pa 6 til 9.
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10. Fremgangsmate ifglge ethvert foregaende krav hvor proteinet er et rekombinant protein

innkodet i en ekspresjonsvektor.

11. Fremgangsmate ifglge ethvert foregaende krav hvor det rekombinante antistoffragmentet er

et Fab'.

12. Fremgangsmate ifglge ethvert foregaende krav, hvor det rekombinante antistoffet eller

rekombinante antistoffragmentet spesifikt binder til TNF-alfa eller CD154.

13. Fremgangsmate ifglge ethvert foregaende krav hvor vertscellene er E. coli-celler.

14. Fremgangsmate ifglge krav 13 hvor proteinet av interesse uttrykkes i E. coli-cellenes

periplasmatiske rom.
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