1. In vitro būdas, skirtas viso ilgio bispecifinio antikūno gamybai, apimantis šias pakopas:

a) pirmojo viso ilgio antikūno inkubavimas su antruoju viso ilgio antikūnu, esant redukuojančioms sąlygoms, kurių pakanka tam, kad būtų galima redukuoti tarpgrandinines disulfidines jungtis lanksto srityje, ir kur minėto pirmojo viso ilgio antikūno CH3 sritis yra pirmoji CH3 sritis, ir turi Arg 409 padėtyje, o minėto antrojo viso ilgio antikūno CH3 sritis yra antroji CH3 sritis ir turi:

(i) Asp, Glu, Gly, Asn, Arg, Ser, Thr, Val arba Trp 368 padėtyje;

(ii) Phe, His, Lys, Arg arba Tyr 399 padėtyje;

(iii) Gly, Leu, Met arba Trp 407 padėtyje ir Lys 409 padėtyje, ir kur pirmoji CH3 papildomai turi Tyr 407 padėtyje; arba
(iv) aminorūgštį, išskyrus Phe, Arg arba Gly 405 padėtyje, ir turi Lys 409 padėtyje, ir kur pirmoji CH3 papildomai turi Phe 405 padėtyje,

taip, kad minėtų pirmosios ir antrosios CH3 sričių sekos yra skirtingos, ir yra tokios, kad heterodimerinė sąveika tarp minėtos pirmosios ir antrosios CH3 sričių yra stipresnė nei kiekviena iš minėtų pirmosios ir antrosios CH3 sričių homodimerinių sąveikų, kur aminorūgščių pozicijos yra sunumeruotos pagal EU-index, kaip aprašyta Kabat sistemoje, kur minėti pirmieji ir antrieji viso ilgio antikūnai suriša skirtingus epitopus, kur minėti pirmieji ir antrieji viso ilgio antikūnai:

1) kiekvienas turi Fc sritį su aminorūgščių seka, kuri yra IgG1 izotipo;

2) kiekvienas turi Fc sritį su aminorūgščių seka, kuri yra IgG2 izotipo;

3) kiekvienas turi Fc sritį su aminorūgščių seka, kuri yra IgG3 izotipo; arba
4) kiekvienas turi Fc sritį su aminorūgščių seka, kuri yra IgG4 izotipo; ir
kur minėti pirmasis ir antrasis antikūnai yra humanizuoti antikūnai, arba kur minėti pirmasis ir antrasis antikūnai kiekvienas apima žmogaus antikūno viso ilgio sunkiąją grandinę; ir dar kur pakopa a) apima inkubavimą mažiausiai 90 minučių mažiausiai 20 °C temperatūroje, esant 2-merkaptoetilaminui, kurio koncentracija yra lygi mažiausiai 25 mM;

b) mažiausiai 10 ml kompozicijos, gautos iš pakopos a), sudarymas oksidacijos sąlygų, pakankamų tam, kad būtų galima oksiduoti cisteinus viso ilgio bispecifiniame antikūne tam, kad susidarytų tarpgrandinines disulfidinės jungtys, ir
c) viso ilgio bispecifinio antikūno gavimas.

2. In vitro būdas pagal 1 punktą, kur tiek pirmasis, tiek antrasis viso ilgio antikūnai apima Cys-Pro-Pro-Cys seką lanksto srityje.

3. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur pakopa a) apima metalų kompleksonų, tokių kaip EDTA, EGTA arba citrinos rūgšties, pridėjimą.

4. In vitro būdas pagal bet kurį vieną ankstesnį punktą, kur pakopa a) yra atliekama, esant redukuojančioms sąlygoms, kurių redokso potencialas yra nuo -150 iki -600 mV, pavyzdžiui, tarp -350 ir -450 mV.

5. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur pirmasis ir antrasis viso ilgio antikūnai yra buferyje, kuris apima fosfatą intervale 1–100 mM, pavyzdžiui, 1–50 mM fosfatą, arba 1–25 mM intervale, arba 5–20 mM intervale.

6. In vitro būdas pagal 5 punktą, kur buferio pH reikšmė yra intervale 4,5-8,5, pavyzdžiui, intervale nuo 6,5 iki 7,5.

7. In vitro būdas pagal 5 punktą, kur buferis yra parinktas iš grupės, susidedančios iš: 8,1 mM natrio fosfato (Na2HPO4-7H2O), 1,5 mM kalio fosfato (KH2PO4), 138 mM natrio chlorido (NaCl), 2,7 mM kalio chlorido (KCl), pH 5,0; b) 8,1 mM natrio fosfato (Na2HPO4-7H2O), 1,5 mM kalio fosfato (KH2PO4), 138 mM natrio chlorido (NaCl), 2,7 mM kalio chlorido (KCl), pH 7,0; 3) 20 mM Tris-HCl, pH 7,8.

8. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur pakopa b) apima pH reikšmes intervale 6-8,5.

9. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur pakopa b) apima redokso potencialą lygų mažiausiai –300 mV.

10. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur oksiduojančios sąlygos pakopoje b) apima mažiausiai 0,05 mM deguonies.

11. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur oksiduojančios sąlygos pakopoje b) apima deguonies pridėjimą, kur deguonies pridėjimas atliekamas metodais, apimančiais: mechaninį, pvz., purtant, maišant, didinant slėgį arba sukuriant srautą, arba purškiant kartu su deguonimi arba oru.
12. In vitro būdas pagal bet kurią ankstesnę pakopą, kur oksiduojančios sąlygos pakopoje b) apima oksiduojantį agentą, pvz., tokį kaip dehidroaskorbo rūgštį (dhAA).

13. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur pakopa b) apima kompozicijos, gautos pakopoje a), chromatografiją, pvz. tokią, kaip kolonėlės chromatografiją arba filtraciją, pageidautina diafiltraciją, tokią, kaip tangentinio srauto filtracija (TFF) arba normalaus srauto filtracija (NFF).

14. In vitro būdas pagal 13 punktą, kur diafiltracija atliekama praleidžiant kompoziciją per tuščiavidurio pluošto kasetę, apimančią ribinę vertę 10-50 kDa ribose, ir paviršiaus plotas yra 0,05-1 m² ribose, o kasetės įeinamasis slėgis yra 70–280 kPa ribose, kol bus pakeista nuo vieno iki septynių tūrių buferio.

15. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur viso ilgio bispecifinio antikūno koncentracija kompozicijoje, gautoje pakopoje a), yra 1–100 g/l ribose.

16. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur oksiduojančios sąlygos pakopoje b) apima metalo jono pridėjimą, pageidautina metalo jono, parinkto iš grupės, susidedančios iš: vario, mangano, magnio, geležies, nikelio ir kobalto, kur, metalo jono koncentracija yra, geriausia, ribose nuo 0,1 iki 100 µM.
17. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur pirmojo ir antrojo viso ilgio antikūnų santykis pakopoje a) yra intervale nuo 1: 1,01 iki 1: 2.

18. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur arba pirmasis viso ilgio antikūnas, arba antrasis viso ilgio antikūnas negali prisijungti prie baltymo A ir (arba) baltymo G.

19. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur pirmasis ir antrasis viso ilgio antikūnai apima skirtingas lengvąsias grandines.

20. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur bendra pirmojo viso ilgio antikūno ir antrojo viso ilgio antikūno koncentracija pakopoje a) yra lygi mažiausiai 0,25 mg/ml.

21. In vitro būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur minėtas pirmasis viso ilgio antikūnas apima Phe 405 padėtyje ir Arg 409 padėtyje, o antrasis viso ilgio antikūnas apima Leu 405 padėtyje ir Lys 409 padėtyje.

