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Postupak za pripremu konjugata protutijela ili konjugata fragmenta protutijela, te postupak obuhvada korake:
a) dobivanje pripravka koji sadrZi protutijelo ili fragment protutijela;
b) izlaganje protutijela ili fragmenta protutijela sredstvu za blokiranje cisteina, pri ¢emu je sredstvo za
blokiranje cisteina cisteamin, a sredstvo za blokiranje cisteina tvori stabilan mijeSani disulfid s najmanje jednim
cisteinskim ostatkom protutijela ili fragmenta protutijela;
¢) dodavanje redukcijskog sredstva u pripravak kako bi nastala redukcijska smjesa i omogucilo odvijanje
redukcijske reakcije tako da redukcijska smjesa sadrZi reducirano protutijelo ili reducirani fragment protutijela,
pri ¢emu je redukcijsko sredstvo trifenilfosfin-3,3',3"-trisulfonat ("TPPTS");
d) dodavanje oksidacijskog sredstva u redukcijsku smjesu kako bi nastala oksidirana smjesa i omogudilo
odvijanje reakcije oksidacije tako da oksidacijska smjesa sadrZi oksidirano protutijelo ili oksidirani fragment
protutijela; i
e) dodavanje aktiviranog kemijskog dijela u oksidiranu smjesu kako bi nastala konjugacijska smjesa i
omoguéavanje reakcije konjugacije tako da nastane konjugat protutijela ili konjugat fragmenta protutijela.
Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time $to je mijeSani disulfid protutijelo ili fragment protutijela s zatvorenim
slobodnim cisteinom.
Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time Sto se nakon koraka b) 1 prije koraka ¢) provodi kationsko-izmjenjivacka
kromatografija kako bi se uklonio vi§ak sredstva za blokiranje cisteina.
Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time $to je omjer redukcijskog sredstva prema protutijelu ili fragmentu
protutijela 2 do 4:1 (mol/mol).
Postupak prema bilo kojem prethodnom zahtjevu, naznacen time $to se nakon koraka c) i prije koraka d) provodi
korak izmjene pufera da se ukloni redukcijsko sredstvo.
Postupak prema zahtjevu 5, naznacen time $to je korak izmjene pufera ultrafiltracija/dijafiltracija.
Postupak prema bilo kojem prethodnom zahtjevu, naznacen time $to je oksidacijsko sredstvo dehidroaskorbinska
kiselina ("DHAA™").
Postupak prema zahtjevu 7, naznacen time $to je omjer oksidirajuceg sredstva prema protutijelu ili fragmentu
protutijela 3 do 6:1 (mol/mol).
Postupak prema bilo kojem prethodnom zahtjevu, naznacen time $to je aktivirani kemijski dio peptid koji sadrzi
halogen, pri ¢emu je halogen odabran iz skupine koju ¢ine Br, I, i CL.
Postupak prema zahtjevu 9, naznacen time $to je omjer aktivirane kemijske jedinice prema protutijelu ili fragmentu
protutijela 2 do 3:1 (mol/mol).
Postupak prema bilo kojem prethodnom zahtjevu, naznacen time Sto se nakon koraka e) provodi korak proc¢iscavanja
da se ukloni aktivirani kemijski dio.
Postupak prema zahtjevu 11, naznafen time Sto korak proc¢iscavanja ukljucuje hidrofobnu interakcijsku
kromatografiju ("HIC"), ultrafiltraciju/dijafiltraciju, ili hidrofobnu interakcijsku kromatografiju ("HIC") nakon koje
slijedi ultrafiltracija/dijafiltracija.
Postupak za pripremu konjugata protutijela ili konjugata fragmenta protutijela, te postupak obuhvaca korake:
a) dobivanje pripravka koji sadrZi mijeSani disulfid koji sadrZi protutijelo ili fragment protutijela sa zatvorenim
slobodnim cisteinom koji sadrZi zatvoreni cisteamin;
b) dodavanje redukcijskog sredstva u pripravak kako bi nastala redukcijska smjesa i omogucilo odvijanje
redukcijske reakcije tako da redukcijska smjesa sadrZi reducirano protutijelo ili reducirani fragment protutijela,
pri ¢emu je redukcijsko sredstvo trifenilfosfin-3, 3',3"-trisulfonat ("TPPTS");
¢) dodavanje oksidacijskog sredstva u redukeijsku smjesu kako bi nastala oksidirana smjesa 1 omogucilo
odvijanje reakcije oksidacije tako da oksidacijska smjesa sadrZi oksidirano protutijelo ili oksidirani fragment
protutijela; i
d) dodavanje aktiviranog kemijskog dijela u oksidiranu smjesu kako bi nastala konjugacijska smjesa i
omoguéavanje reakcije konjugacije tako da nastane konjugat protutijela ili konjugat fragmenta protutijela.
Postupak prema zahtjevu 13, naznacen time $to se nakon koraka a) i prije koraka b) provodi kationsko-izmjenjivacka
kromatografija kako bi se uklonio vi§ak sredstva za blokiranje cisteina.
Postupak prema zahtjevu 13, naznacen time $to je omjer redukcijskog sredstva prema protutijelu ili fragmentu
protutijela 2 do 4:1 (mol/mol).
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 13-15, naznacen time Sto se nakon koraka b) 1 prije koraka ¢) izvodi korak
izmjene pufera da se ukloni redukcijsko sredstvo.
Postupak prema zahtjevu 16, naznacen time Sto je korak izmjene pufera ultrafiltracija/dijafiltracija.
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 13-17, naznacen time $to je oksidacijsko sredstvo dehidroaskorbinska
kiselina ("DHAA™").
Postupak prema zahtjevu 18, naznacen time $to je omjer oksidirajuceg sredstva prema protutijelu ili fragmentu
protutijela 3 do 6:1 (mol/mol).
Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 13-19, naznacen time $to je aktivirani kemijski dio peptid koji sadrzi halogen,
pri ¢emu je halogen odabran iz skupine koju ¢ine Br, I, i Cl.



10

21.

22.

23.

24.

HR P20241422 T1

Postupak prema zahtjevu 20, naznacen time $to je omjer aktivirane kemijske jedinice prema protutijelu ili fragmentu
protutijela 2 do 3:1 (mol/mol).

Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 13-21, naznacen time Sto se nakon koraka d) provodi korak proc¢is¢avanja
da se ukloni aktivirani kemijski dio.

Postupak prema zahtjevu 22, naznafen time Sto korak prociscavanja ukljucuje hidrofobnu interakcijsku
kromatografiju ("HIC"), ultrafiltraciju/dijafiltraciju ili hidrofobnu interakcijsku kromatografiju ("HIC") nakon koje
slijedi ultrafiltracija/dijafiltracija.

Postupak prema bilo kojem prethodnom zahtjevu, naznacen time $to protutijelo ili fragment protutijela sadrzi
cisteinski ostatak na poloZaju odabranom iz skupine koja se sastoji od D70 lakog lanca protutijela u odnosu na
referentnu sekvencu SEQ ID NO: 7; E276 te$kog lanca protutijela u odnosu na referentnu sekvencu SEQ ID NO: §;
i T363 teSkog lanca protutijela u odnosu na referentnu sekvencu SEQ ID NO: 8.
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