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STANICA

POSTUPAK PROIZVODNJE REKOMBINANTNOG VISOKOMOLEKULSKOG vWF U KULTURI
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Postupak dobivanja pripravka rekombinantnog Von Willebrandovog Cimbenika (rVWF), naznaden time 3to se
postupak sastoji u koracima:
(a) osiguravanja osnovnog medija za uzgoj stanica;
(b) kompletiranja osnovnog medija za uzgoj stanica bakrom kako bi se osiguralo konacnu koncentraciju
bakra izmedu 2,4 pg/l i 20 pg/l bakra;
(c) osiguravanja jedne ili viSe stanica koje sadrZze nukleinska kiselina koja kodira protein rVWE;
(d) uzgoja jedne ili viSe stanica u mediju za uzgoj stanica kompletiranom bakrom, tako da se rVWF
eksprimira i izluCuje iz stanica u supernatant kulture, gdje se sadrzaj NH,* u supernatantu kulture stanica
odrzava u koncentraciji ispod 4 mM; 1
(e) prikupljanja u najmanju ruku dijela supernatanta kulture, gdje prikupljeni supernatant ima aktivnost
ristocetinskog sucimbenika specifi¢nu za rVWF od najmanje 30 mU/ug rtVWE.
Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 1, naznacen time $to dodatno ukljucuje korak kompletiranja osnovnog
medija za uzgoj stanica hidrolizatom prije uzgoja jedne ili viSe stanica.
Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 2, naznacen time $to je hidrolizat biljni hidrolizat ili hidrolizat soje.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 3, naznaden time $to je osnovni medij za uzgoj stanica
je medij za uzgoj koji ne sadrZi Zivotinjske proteine, medij za uzgoj koji ne sadrZi proteine ili kemijski definirani
medij za uzgoj.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 4, naznaden time $to je konacna koncentracija bakra u
osnovnom mediju za uzgoj stanica kompletiranom bakrom najmanje 4 ug/l bakra.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 5, naznacen time $to su jedna ili vise stanica sisavacke
stanice, po mogucnosti stanice CHO.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 6, naznaden time $to se uzgoj jedne ili vise stanica
sastoji u SarZznom uzgoju stanica ili u kontinuiranom uzgoju stanica.
Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 7, naznacen time $to se kontinuirani uzgoj stanica provodi u
kemostatskom reZimu ili u perfuzijskom rezimu.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 8, naznaden time $to se jednu ili vise stanica uzgaja u
najmanje 100 1 kompletiranog osnovnog medija za uzgoj stanica.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 9, naznalen time $to se gustocu stanica odrzava kod
manje od 2,5 x 10° stanica na ml u koraku uzgoja jedne ili viSe stanica, manje od 2,0 x 10° stanica na ml u koraku
uzgoja jedne ili vise stanica, ili manje od 1,5 x 10° stanica na ml u koraku uzgoja jedne ili viSe stanica.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 10, naznaden time $to se korak prikupljanja u najmanju
ruku dijela supernatanta kulture sastoji u filtriranju ili centrifugiranju kako bi se uklonilo stanice iz dijela
supernatanta kulture.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 11, naznacen time $to prikupljeni supernatant ima
aktivnost ristocetinskog suc¢imbenika specifiénog za rVWEF od najmanje 40 mU/ug rVWE.
Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 12, naznafen time Sto prikupljeni supernatant ima aktivnost
ristocetinskog su¢imbenika specificnu za rVWF od najmanje 50 mU/ug rVWF, najmanje 60 mU/ug rVWE,
najmanje 70 mU/ug rVWF ili najmanje 80 mU/ug rVWE.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 13, naznaden time Sto je najmanje 10%, 20% ili 30% od
rVWEF u supernatantu prisutno u visokomolekulskom multimeru VWT od vise od 10 dimera.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 14, naznafen time S3to supernatant sadrzi
visokomolekulske multimere VWT od 14 do 22 dimera.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 15, naznacen time 3to se rVWF sueksprimira s
rekombinantnim Cimbenikom VIII ((FVIII).
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 16, naznafen time $to postupak dodatno ukljucuje
korak obogacivanja rVWEF.
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