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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Postupak za procisc¢avanje disulfid oksidoreduktaze A (DsbA) polipeptida iz stani¢nog lizata koji sadrzi DsbA
polipeptid, naznacen time, da postupak ukljucuje
a) dodavanje polietilenimina (PEI) u kona¢nu koncentraciju od 0,01% do 1,0%, po moguénosti 0,1%, u
stani¢ni lizat koji sadrzi DsbA polipeptid,
b) procis¢avanje stanicnog lizata centrifugiranjem,
c) nanoSenje procis€enog stani¢nog lizata koji sadrzi DsbA polipeptid na materijal za kromatografiju
anionskom izmjenom,
d) eluiranje DsbA polipeptida iz materijala za kromatografiju anionskom izmjenom kako bi se stvorio eluat
anionske izmjene koji sadrzi polipeptid DsbA,
e) nanoSenje eluata anionske izmjene koji sadrZzi DsbA polipeptid na materijal za kromatografiju kationskom
izmjenom,
f)  eluiranje DsbA polipeptida iz materijala za kromatografiju kationskom izmjenom, kako bi se dobio eluat
kationske izmjene koji sadrzi proCis€eni DsbA, pri ¢emu DsbA sadrzi najmanje 95% monomernog DsbA
polipeptida.
Postupak prema patentnom zahtjevu 1, nmaznaCen time, da izbistreni lizat sadrzi 10 mM MOPS (3-(N-
morfolino)propansulfonska kiselina), s pH 7,1.
Postupak prema bilo kojem patentnom zahtjevu 1 ili 2, naznaCen time, da je materijal za kromatografiju
anionskom izmjenom jedan snazni anionski izmjenjiva¢, pozeljno kvarterni amin, jos pozeljnije kvarterni amin
povezan s umreZenom agarozom.
Postupak prema bilo kojem patentnom zahtjevu od 1 do 3, naznacen time, da postupak ukljucuje jedan ili vise od
sljedecih koraka:
i)  DsbA se cluira iz materijala za kromatografiju anionskom izmjenom sa sljede¢im fazama:
15% od 25 mM Tris i 250 mM NaCl pri pH 9,2 za Cetiri volumena stupca,
20% od 25 mM Tris i 250 mM NaCl pri pH 9,2 za Cetiri volumena stupca,
25% od 25 mM Tris i 250 mM NaCl pri pH 9,2 dok DsbA ne eluira iz stupca,
ii) izbistreni lizat koji sadrZzi DsbA polipeptid iz koraka b) propusta se kroz 0,22 um filter prije
kromatografije anionskom izmjenom,
iii) izbistreni lizat koji sadrzi DsbA polipeptid iz koraka b) prilagodava se na pH 9,0 prije kromatografije
anionskom izmjenom,
iv) eluat anionske izmjene sakuplja se u frakcijama,
v) frakcije anionske izmjene koje sadrZe najmanje 55% DsbA, odabrane su za daljnje prociséavanje,
vi) eluat anionske izmjene iz koraka d) prilagodava se na pH 5,0 prije kromatografije kationskom izmjenom,
vii) materijal za kromatografiju kationskom izmjenom iz koraka e) ispire se s pet volumena stupaca od 12,5
mM MES prije eluiranja,
viii) DsbA se eluira iz materijala za kromatografiju kationskom izmjenom iz koraka ¢) koristeci gradijent soli
od 0% do 60% od 12,5 mM MES i jednog M NaCl preko 15 volumena stupaca,
ix) eluat kationske izmjene sakuplja se u frakcijama, ili
x)  prikupljaju se frakcije kationske izmjene, koje ¢ine barem 95% DsbA.
Postupak prema patentnom zahtjevu 4, naznafen time, da se frakcije eluata anionske izmjene iz koraka iv)
analiziraju kromatografijom iskljuenja na osnovi veliCine Cestica prije kromatografije kationskom izmjenom.
Postupak prema patentnim zahtjevima 4 ili 5, naznacen time, da se frakcije eluata kationske izmjene iz koraka ix)
analiziraju kromatografijom iskljucenja na osnovi veliine Cestica.
Postupak prema bilo kojem patentnom zahtjevu od 1 do 6, naznacen, time, da materijal za kationsku izmjenu
sadrzi sulfopropilni dio.
Postupak prema patentnom zahtjevu 7, naznacen time, da je sulfopropilni dio povezan s matricom umreZenog
poli(stiren-divinilbenzena) ili s njegovim ekvivalentima.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 8, naznacen time, da je DsbA polipeptid Escherichia coli
DsbA polipeptid.
Postupak prema patentnom zahtjevu 9, naznacen time, da DsbA polipeptid sadrzi aminokiselinsku sekvencu
IDENTIFIKACIJSKOG BR. SEKVENCE: 1, ili barem 80% identicnu aminokiselinskoj sekvenci
IDENTIFIKACIISKOG BR. SEKVENCE: 1.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 10, naznacen time, da se DsbA eksprimira u stanici E. coli.
Postupak prema patentnom zahtjevu 11, naznacen time, da se DsbA eksprimira u stanici E. coli koja je
modificirana inZenjeringom tako, da eksprimira DsbA na viSim razinama od endogene ekspresije DsbA.
Postupak za procis¢avanje protutijela koja specificno vezu DsbA, naznacen time, da obuhvaca dovodenje u
doticaj pripravka koji sadrzi anti-DsbA protutijela s kromatografskim materijalom koji sadrzi DsbA, pri ¢emu
DsbA sadrzi najmanje 95% monomernog DsbA polipeptida, pricvri¢enog na potporni materijal, ispiranje
kromatografskog materijala radi uklanjanja nevezanih spojeva i eluiranje anti-DsbA protutijela, pri cemu se DsbA
proizvodi postupkom prema bilo kojem patentnom zahtjevu od 1 do 12.
Postupak prema patentnom zahtjevu 13, naznacen time, da manje od 1% protutijela specifi¢no veze spojeve koji
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nisu DsbA.
Postupak za kvantificiranje DsbA u uzorku, naznacen time, da ukljucuje otkrivanje DsbA u uzorku pomocéu
sustava detekeije i usporedivanje koli¢ine DsbA otkrivenog u uzorku s otkrivanjem jedne ili vise koncentracija
DsbA referentnog standarda, pri ¢emu referentni standard DsbA sadrzi najmanje 95% monomernog DsbA
polipeptida.
Postupak prema patentnom zahtjevu 15, naznalen time, da je Dsba referentni standard proizveden prema
postupku iz bilo kojeg patentnog zahtjeva od 1 do 12.
Postupak prema patentnom zahtjevu 15 ili 16, naznacen time, da je sustav za otkrivanje jedan imunoloki test.
Postupak prema patentnom zahtjevu 17, naznacen time, da imunoloski test sadrzi protutijela koja se specifi¢no
vezu na DsbA, pri ¢emu DsbA sadrzi najmanje 95% monomernog DsbA polipeptida.
Postupak za analizu rekombinantnog uzorka polipeptida na prisutnost i/ili koli¢ine DsbA, nazna€en time, da
uklju¢uje otkrivanje DsbA u uzorku pomoc¢u uborabe imunoloskog testa i usporedbu koli¢ine DsbA otkrivenog u
uzorku s otkrivanjem jedne ili viSe koncentracija DsbA referentnog standarda, pri emu referentni standard DsbA
sadrZi najmanje 95% monomernog DsbA polipeptida.
Postupak prema patentnom zahtjevu 19, naznacen time, da se referentni standard DsbA proizvodi prema bilo
kojem patentnom zahtjevu od 1 do 12, pri ¢emu referentni standard DsbA sadrzi najmanje 95% monomernog
DsbA polipeptida.
Postupak prema patentnim zahtjevima 19 ili 20, naznacen time, da imunoloski test obuhvaca protutijela koja se
specificno vezu za DsbA, pri ¢emu DsbA sadrzi najmanje 95% monomernog Dsb A polipeptida.
Postupak prema patentnom zahtjevu 21, naznacen time, da su protutijela koja se specificno vezu na DsbA, pri
¢emu DsbA sadrzi najmanje 95% monomernog DsbA polipeptida, poliklonska protutijela, gdje se protutijela
upotrebljavaju kao protutijela za hvatanje u imunolo$kom testu i/ili kao protutijela za otkrivanje.
Postupak prema patentnom zahtjevu 21 ili 22, naznafen time, da sc protutijela koja specificno vezu DsbA,
proizvode u skladu s postupkom prema patentnom zahtjevu 13 ili 14.
Postupak prema bilo kojem patentnom zahtjevu od 19 do 23, naznacen time, da se rekombinantni polipeptid
proizvodi u stanici domacina.
Postupak prema patentnom zahtjevu 24, naznacen time, da je stanica domacina stanica E.coli.
Postupak prema patentnom zahtjevu 25, naznacen time, da stanica E.coli prekomjerno eksprimira DsbA.
Postupak prema patentnom zahtjevu 19, naznalen time, da je uzorak konani prociS¢eni proizvod
rekombinantnog polipeptida.
Postupak prema patentnom zahtjevu 27, naznacen time, da je konacni prociS¢eni proizvod rekombinantnog
polipeptida protutijelo ili imunoadhezin.
Imunoloski test za otkrivanje DsbA u uzorku, pri ¢emu se uzorak dobiva iz rekombinantnog polipeptidnog
pripravka ili stani¢ne linije domacina, naznacen time, da postupak ukljucuje:
(a) dovodenje u doticaj protutijela za hvatanje koje veze DsbA s uzorkom, stvarajuéi tako kombinirani
materijal protutijela za hvatanje uzorka;
(b) dovodenje u doticaj detekeijskog protutijela koje veze DsbA s kombinacijskim materijalom protutijela za
hvatanje uzorka; i
(c) otkrivanje protutijela za otkrivanje vezanog za kombinacijski materijal protutijela za hvatanje uzorka; i
(d) odredivanje koli¢ine DsbA prisutnog u uzorku usporedbom standardne krivulje titracije sa standardnom
titracijskom krivuljom koja je generirana s DsbA pripravkom, pri ¢emu DsbA pripravak sadrzi najmanje 95%
monomernog DsbA polipeptida.
Test kvalitete za farmaceutski pripravak koji sadrzi rekombinantni polipeptid proizveden iz bakterijske stanice,
naznacen time, da test oslobadanja obuhvaca podvrgavanje uzorka farmaceutskog pripravka imunologkom testu
prema postupku iz patentnog zahtjeva 29, pri ¢emu koli¢ina DsbA otkrivena u pripravku, odreduje da li je
farmaceutski pripravak pogodan za primjenu na Zivotinji.
Test kvalitete iz patentnog zahtjeva 30, naznaCen time, da koli¢ina DsbA u farmaceutskom pripravku koja je
manja od oko 1 ppm, ukazuje na to, da je farmaceutski pripravak pogodan za primjenu na Zivotinji.
Imunoloski test iz patentnog zahtjeva 29, ili test kvalitete iz patentnog zahtjeva 30, naznaCen time, da je
bakterijska stanica E.coli stanica.
Imunolo3ki test iz patentnog zahtjeva 32, naznacen time, da stanica E.coli prekomjerno eksprimira DsbA.
Imunolo3ki test ili test kvalitete iz patentnog zahtjeva 32 ili 33, naznacen time, da je uzorak stani¢ni lizat.
Imunoloski test ili test kvalitete iz patentnih zahtjeva od 32 do 34, naznacen time, da je rekombinantni
polipeptidni pripravak kona¢ni procisceni proizvod.
Imunologki test ili test kvalitete prema bilo kojem patentnom zahtjevu od 32 do 34, naznalen time, da je
rekombinantni polipeptid koji je u sadrZaju rekombinantnog polipeptidnog pripravka, protutijelo ili imunoadhezin.
Imunolo$ki test od testa kvalitete iz patentnog zahtjeva 36, naznacen time, da je protutijelo multispecifi¢no
protutijelo, bispecifi¢no protutijelo, polu-protutijelo ili fragment protutijela.
Komplet za otkrivanje DsbA u farmaceutskom pripravku, naznacen time, da sadrzi rekombinantni polipeptid,
proizveden iz bakterijske stanice, pri cemu navedeni komplet sadrZi pripravak anti-DsbA protutijela iz zahtjeva 13
ili 14 i pripravak koji sadrzi DsbA za upotrebu kao referentni standard, gdje DsbA sadrzi najmanje 95%
monomernog DsbA, te sluzi u generiranju standardnih krivulja za kvantitativno odredivanje DsbA u uzorku i/ili za
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upotrebu kao pozitivna provjera, pri ¢emu je pripravak koji sadrZi DsbA proizveden prema postupcima iz bilo
kojeg patentnog zahtjeva od 1 do 12.
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