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Patentkrav 

 

1. Fremgangsmåte for fremstilling av et variabelt immunglobulin-enkeltdomene i 

Pichia pastoris, som omfatter 

a) å anvende betingelser som reduserer karbamylering av én eller flere aminosyrerester i 5 

det variable immunglobulin-enkeltdomene, valgt blant: 

- å senke pH-en, i det minste i trinnet av å indusere verten til å fremstille det variable 

immunglobulin-enkeltdomene, til en pH på 6,45 eller mindre; 

- å senke induksjonstemperaturen fra 30°C til 27,5°C, 27°C, 26,5°C, 26°C, 25,5°C, 25°C, 

24,5°C, 24°C, 24,5°C, 23°C, 22°C eller 20°C; 10 

- å anvende en buffer uten urinstoff under rensing, 

og 

b) å fjerne det variable immunglobulin-enkeltdomene som omfatter én eller flere 

karbamylerte aminosyrerester. 

 15 

2. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor karbamylering reduseres i trinnet av å dyrke 

verten. 

 

3. Fremgangsmåte ifølge krav 2, hvor karbamylering reduseres i trinnet av å indusere 

verten for å fremstille det variable immunglobulin-enkeltdomene. 20 

 

4. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 3, hvor karbamylering 

reduseres i dyrkningsbuljongen etter fermentering. 

 

5. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvor karbamylering 25 

reduseres i supernatanten som omfatter det variable immunglobulin-enkeltdomene etter 

fjerning av verten. 

 

6. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvor karbamylering 

reduseres i et hvilket som helst trinn av rensning av det variable immunglobulin-30 

enkeltdomene. 

 

7. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 6, hvor karbamylering 

reduseres i trinnet av det rensede variable immunglobulin-enkeltdomene. 

 35 

8. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor det variable immunglobulin-enkeltdomene som 

omfatter én eller flere karbamylerte aminosyrerester, fjernes ved hjelp av én eller flere 

kromatografiteknikker. 
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9. Fremgangsmåte ifølge krav 8, hvor kromatografiteknikkene er 

kromatografiteknikker som er basert på forskyvninger i pI eller hydrofobisitet, mest 

foretrukket ionebytterkromatografi. 

 5 

10. Fremgangsmåte ifølge kravene 1 til 9, hvor det variable immunglobulin-

enkeltdomene er et VHH, er et variabelt immunglobulin-enkeltdomene avledet fra et 

kamel-tungkjedeantistoff som har blitt humanisert, eller er et variabelt immunglobulin-

enkeltdomene som er avledet fra et humant immunglobulin som har blitt kamelisert. 

 10 

11. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 10, som i det minste 

omfatter trinnene av å dyrke verten eller vertscellen for å fremstille det variable 

immunglobulin-enkeltdomene som omfatter: 

i) å dyrke verten eller vertscellen under betingelser som er slik at verten eller vertscellen 

mangfoldiggjøres; 15 

ii) å holde verten eller vertscellen under betingelser som er slik at verten eller vertscellen 

uttrykker og/eller fremstiller det variable immunglobulin-enkeltdomene; 

iii) valgfritt etterfulgt av isolering og/eller rensing av det sekreterte variable 

immunglobulin-enkeltdomene fra mediet. 

 20 

12. Fremgangsmåte ifølge krav 11, hvor betingelsene som reduserer karbamylering av 

én eller flere aminosyrerester i det variable immunglobulin-enkeltdomene, anvendes på 

ett eller flere av trinn i), trinn ii), etter trinn ii) eller på eller etter trinn iii), fortrinnsvis ved 

trinn ii). 
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