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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

10.
11.

12.

Postupak za pripajanje PEG na IFN B koji sadr7i sljedece korake:
(a) dodavanje aktiviranog PEG u procis¢enu otopinu IFN B u reakcijskoj posudi kako bi se stvorila mjeSavina
aktiviranog PEG i IFN B, pri ¢emu proci§éena otopina IFN B ima koncentraciju IFN B od 1.75 mg/ml do 3.3
mg/ml i temperaturu od 2° C do 30 °C, pri ¢emu je dodana koli¢ina aktiviranog PEG dovoljna da omoguci
molarni omjer aktiviranog PEG naspram IFN B u PEG reakcijskoj mjesavini za pripajanje od 1:1 do 20:1 i pri
¢emu je pH mjeSavine od 4.0 do 6.0;
(b) izborno dodavanje katalizatora (Lewisove kiseline) u mjesavinu, pri ¢emu je dodana koli¢ina katalizatora
(Lewisove kiseline) dovoljna da omoguci koncentraciju katalizatora (Lewisove kiseline) u PEG reakcijskoj
mjeSavini za pripajanje od 0.1 mM do 2.2 mM;
(c) dodavanje NaCNBHj; u mjesavinu kako bi se stvorila PEG reakcijska mjeSavina za pripajanje mijeSanjem
kroz period od 5 minuta do 600 minuta, pri ¢emu je dodana koli¢ina NaCNBH; dovoljna da omoguéi
koncentraciju NaCNBH; u PEG reakcijskoj mjeSavini za pripajanje od 15 mM do 25 mM; i
(d) nakon koraka (c), inkubiranje PEG reakcijske mje§avine za pripajanje 10 minuta do 24 sata kako bi se
proizveo poZeljno mno-PEG IFN .
Postupak prema zahtjevu 1, koji nadalje sadrZzi gaSenje PEG reakcijske mje§avine za pripajanje kako bi se
zaustavila reakcija, izborno pri ¢emu se¢ PEG reakcija pripajanja gasi dodavanjem arginina, te izborno pri ¢emu je
koli¢ina arginina u ugasenoj reakcijskoj mjesavini od 25 mM do 250 mM.
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 1-2, pri ¢emu se mjeSavina iz koraka gaSenja prekriva inertnim plinom,
izborno pri ¢emu je brzina prekrivanja inertnim plinom 10 LPM.
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 2-3, pri ¢emu je ugasena PEG reakcija pripajanja drzana do 48 sati pri 2° C
do 30 °C prije procis¢avanja mono-PEG IFN .
Postupak prema zahtjevu 1, pri cemu:
(a) procis¢ena otopina IFN B ima koncentraciju IFN B od 1.75 mg/ml do 3.3 mg/ml i temperaturu od 19° C do
27 °C, pri ¢emu je dodana koli¢ina aktiviranog PEG dovoljna da omogu¢i molarni omjer aktiviranog PEG
naspram IFN B u PEG reakcijskoj mjeSavini za pripajanje od 1:1 do 5:1 i pri ¢emu je pH mjeSavine od 4.8 do
5.2;
(b) koli¢ina katalizatora (Lewisove kiseline) kad je izborno dodana je dovoljna da omoguci koncentraciju
katalizatora (Lewisove kiseline) u PEG reakcijskoj mjeSavini za pripajanje od 0.78 mM do 1.2 mM;
(¢) dodavanje NaCNBH; u mjeSavinu kako bi se stvorila PEG reakcijska mjeSavina za pripajanje mijeSanjem
kroz period od 45 minuta do 240 minuta, pri ¢emu je dodana koli¢ina NaCNBH; dovoljna da omoguci
koncentraciju NaCNBH; u PEG reakcijskoj mjeSavini za pripajanje od 15 mM do 25 mM; i
(d) inkubiranje PEG reakcijske mjeSavine za pripajanje 5 sati do 9 sati kako bi se proizveo poZeljno mono-
PEG IFN B.
Postupak prema zahtjevu 5, koji nadalje sadrZzi gaSenje PEG reakcijske mjeSavine za pripajanje kako bi se
zaustavila reakcija, izborno pri ¢emu se¢ PEG reakcija pripajanja gasi dodavanjem arginina, te izborno pri ¢emu je
koli¢ina arginina u ugasenoj reakcijskoj mjesavini od 50 mM do 150 mM, pozZeljno od 75 mM do 125 mM, jos
poZeljnije 100 mM.
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 5-6, pri emu:
(i) koncentracija IFN B u procis¢enoj otopini IFN B je od 2.4 mg/ml do 3.3 mg/ml, poZeljno 2.9 mg/ml do 3.3
mg/ml, jo§ poZeljnije 3.3 mg/ml;
(ii) molarni omjer aktiviranog PEG naspram IFN B u PEG reakcijskoj mjeSavini za pripajanje je od 1.5:1 do
5:1, pozeljno od 1.5:1 do 2:1, jo§ poZeljnije 1.5:1;
(iii) koncentracija kationa cinka u PEG reakciji pripajanja je od 0.9 mM do 1.1 mM, poZeljno od 0.95 mM do
1.05 mM, jo§ poZeljnije 1.0 mM;
(iv) koncentracija NaCNBH;u PEG reakciji pripajanja je od 18 mM do 22 mM, poZeljno 20 mM;
(v) molarni omjer aktiviranog PEG naspram IFN B u PEG reakcijskoj mjeSavini za pripajanje je od 1.5:1 do
5:1, poZeljno od 1.5:1 do 2:1, jo§ poZeljnije 1.5:1;
(vi) temperatura je od 21° C do 25° C, poZeljno od 22° C do 24° C, jo§ poZeljnije 23° C; i/ili
(vii) pH je od 4.9 do 5.1, poZeljno 5.0.
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 6-7, pri ¢emu je ugasena PEG reakcija pripajanja drzana do 48 sati pri 2° C
do 25 °C prije pro¢is¢avanja mono-PEG IFN .
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 1-8, pri Cemu se u reakcijsku mjesSavinu dodaje katalizator (Lewisova
kiselina), izborno pri cemu je katalizator (Lewisova kiselina) kation cinka.
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 1-9, pri ¢emu IFN B je IFN B-1a.
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 1-10, pri ¢emu PEG je mPEG, izborno pri ¢emu mPEG je mPEG-O-2-
metilpropionaldehid.
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 1-11, pri ¢emu:
(i) IFN P se dovodi do navedene temperature prije dodavanja u reakcijsku posudu; ili
(i) IFN P se dodaje u reakcijsku posudu i zatim dovodi do navedene temperature.
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Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 1-12, pri ¢emu su mje$avine u koracima (a) — (d) prekrivene inertnim
plinom, izborno pri ¢emu je brzina prekrivanja inertnim plinom 3-5 LPM za korake (a) i (b) te je 10 LPM za
korake (c) i (d).
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 5-13, pri ¢emu je pH 5.0, temperatura je 23° C, koncentracija IFN B u
prociséenoj otopini IFN B je 3.3 mg/ml, molarni omjer aktiviranog PEG naspram IFN f je 1.5:1 te je koncentracija
NaCNBH; u PEG reakciji pripajanja 20 mM, izborno pri ¢emu je katalizator (Lewisova kiselina) kation cinka u
koncentraciji u PEG reakciji pripajanja od 1.0 mM.
Postupak prema zahtjevu 14, pri ¢emu se PEG reakcija pripajanja gasi dodavanjem arginina u PEG reakcijsku
mjeSavinu za pripajanje do koncentracije od 100 mM u ugaSenoj reakcijskoj mjeSavini.
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 14-15, pri ¢emu su mjeSavine u koracima (a) — (d) prekrivene inertnim
plinom brzinom prekrivanja inertnim plinom od 3-5 LPM za korake (a) i (b) te 10 LPM za korake (c) i (d).
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, pri emu je mono-PEG IFN B formuliran u farmaceutski
sastav, izborno pri Cemu farmacecutski sastav nadalje sadrzi farmaceutski prihvatljive nosaCe, adjuvanse,
razrjedivace, konzervanse i/ili pomocna sredstva za topljenje.
Postupak prema zahtjevu 17, pri ¢emu (a) spomenuto pomoéno sredstvo za topljenje je odabrano od Tweena ili
polisorbata; i/ili (b) spomenuti razrjedivac sadrzi pufer, izborno odabran od arginina, Tris-HCI, acetata ili fosfata.
PEG reakcijska mjesavina za pripajanje koja sadrzi sljedece sastavnice:

(a) IFN B ukoncentraciji od 1.5 mg/ml do 2.8 mg/ml;

(b) aktivirani PEG u molarnom omjeru aktiviranog PEG naspram IFN f§ od 1:1 do 20:1; te

(c) NaCNBH;u koncentraciji od 15 mM do 25 mM,

pri ¢emu je pH PEG reakcijske mjesavine od 4.0 do 6.0.
PEG reakcijska mjeSavina za pripajanje prema zahtjevu 19, koja nadalje sadrzi katalizator (Lewisovu kiselinu) u
koncentraciji od 0.1 mM do 2.2 mM, izborno pri ¢emu je katalizator (Lewisova kiselina) kation cinka.
PEG reakcijska mjeSavina za pripajanje prema zahtjevu 19-20, koja nadalje sadrZi arginin u koncentraciji u
reakcijskoj mje§avini od 25 mM do 200 mM.
PEG reakcijska mjeSavina za pripajanje prema zahtjevu 19-21, pri ¢emu se PEG reakcijska mjeSavina za pripajanje
gasi.
PEG reakcijska mjesavina za pripajanje prema zahtjevu 19, pri emu:

(a) IFN f je u koncentraciji od 2.0 mg/ml do 2.8 mg/ml, poZeljnije 2.5 mg/ml do 2.8 mg/ml, jos poZeljnije 2.8

mg/ml;

(b) aktivirani PEG je u molarnom omjeru aktiviranog PEG naspram IFN 3 od 1:1 do 5:1, poZeljno od 1.5:1 do

5:1, poZeljnije od 1.5:1 do 2:1, jo§ poZeljnije 1.5:1; te;

(d) NaCNBH;je u koncentraciji od 18 mM do 22 mM, poZeljnije 20 mM,

pri ¢emu je pH PEG reakcijske mjesavine od 4.8 do 5.2, poZeljno od 4.9 do 5.1, jos poZeljnije 5.0.
PEG reakcijska mjeSavina za pripajanje prema zahtjevu 23, koja nadalje sadrzi katalizator (Lewisovu kiselinu) u
koncentraciji od 0.78 mM do 1.2 mM, poZeljno od 0.9 mM do 1.1 mM, poZeljnije od 0.95 mM do 1.05 mM, jos
pozeljnije 1.0 mM, izborno pri ¢emu je katalizator (Lewisova kiselina) kation cinka.
PEG reakcijska mjedavina za pripajanje prema bilo kojem od zahtjeva 23-24, koja nadalje sadrzi arginin u
koncentraciji u reakcijskoj mjeSavini od 50 mM do 150 mM , poZeljno od 75 mM do 125 mM, jos poZeljnije 100
mM.
PEG reakcijska mjeSavina za pripajanje prema bilo kojem od zahtjeva 23-25, pri ¢emu se PEG reakcijska
mjeSavina za pripajanje gasi.
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