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Patentkrav 

 

1. Fremgangsmåte for fremstilling av rekombinante antistoffmolekyler valgt fra et 

Fab-, modifisert Fab-, et Fab-fragment med endret hengsel, et Fab'-, F(ab')2- eller 

Fv-fragment; et enkeltkjedet antistoff; et enkeltkjedet Fv i hvilket de variable 5 

domenene i tung- og lettkjeden er forbundet ved hjelp av en peptidlinker og et 

antistoff med dobbel spesifisitet, slik som et Fab-dAb omfattende 

a) å dyrke en vertscelleprøve av gramnegative bakterier transformert med en 

ekspresjonsvektor som koder for et rekombinant antistoffmolekyl; 

b) å tilsette en ekstraksjonsbuffer med en pH på 7,5 til 9 til prøven; og 10 

c) å utsette prøven for et varmebehandlingstrinn i et område fra 40 °C til 70 °C i 

1 til 24 timer; 

karakterisert ved at prøvens pH detekteres etter tilsetning av 

ekstraksjonsbufferen og justeres hvis prøvens pH ikke har en pH på 7 til 9 for å 

sikre at prøvens pH er 7 til 9 før varmebehandlingstrinnet og ikke justeres hvis 15 

prøven har en pH på 7 til 9. 

  

2. Fremgangsmåten ifølge krav 1, hvori pH-en detekteres før og under 

oppvarmingsfasen. 

  20 

3. Fremgangsmåten ifølge krav 2, hvori pH-en er lavere under enn før 

oppvarmingsfasen. 

  

4. Fremgangsmåten ifølge krav 1, 2 eller 3, hvori prøvens pH overvåkes 

kontinuerlig fra det tidspunktet ekstraksjonsbufferen tilsettes til starten av 25 

varmebehandlingstrinnet. 

  

5. Fremgangsmåten ifølge krav 4, hvori prøvens pH overvåkes kontinuerlig under 

behandlingstrinnet. 

  30 

6. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvori 

varmebehandlingstrinnet utføres i området 40 °C til 65 °C. 
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7. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 6, hvori 

ekstraksjonsbufferen er en Tris/EDTA-buffer. 

  

8. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvori prøvens 

pH justeres med NaOH, NH4OH, svovelsyre, EDTA eller Tris-buffer. 5 

  

9. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 8, hvori antistoffet 

er spesifikt for et antigen valgt fra integriner, interleukiner, interferoner, virale 

antigener, TNF, CD40, CD40L, OX40, kolonistimulerende faktorer og 

blodplateavledede vekstfaktorer. 10 

  

10. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 9, hvori 

vertscellen er E. coli. 

  

11. Fremgangsmåten ifølge krav 10, hvori antistoffmolekylet er uttrykt i 15 

periplasma fra E. coli. 

  

12. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 11, hvori 

fremgangsmåten ytterligere omfatter primær rensing og nedstrøms rensing. 

  20 

13. Fremgangsmåten ifølge krav 12, hvori den primære rensingen omfatter 

filtrering eller sentrifugering, og den nedstrøms rensingen omfatter 

ionebyttekromatografi, mikrofiltrering, ultrafiltrering eller diafiltrering. 
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