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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Postupak za proizvodnju rekombinantnog proteina koji ukljucuje:
a. uzgoj stanica domacina sposobnih za proizvodnju rekombinantnog proteina u mediju bez proizvoda
zivotinjskog porijekla, pri ¢emu su stanice domacini CHO stanice;
b. napredovanje kulture kroz fazu proizvodnje u kojoj stanice proizvode rekombinantni protein, pri demu se,
tijekom navedene faze proizvodnje, kultura nadopunjuje s
*  cisteinom ili cistinom do ukupne koli¢ine od 10 tez.% do 30 tez.% ocekivane ukupne koli¢ine
proizvedenog rekombinantnog proteina; i
*  triptofanom do ukupne koli¢ine od 8 tez.% do 35 tez.% ocekivane ukupne kolidine proizvedenog
rekombinantnog proteina,
¢. 1, izborno, prikupljanje rekombinantnog proteina iz medija staniéne kulture, pri ¢emu se provodi jedan ili
vi$e podetnih eksperimenata da se odredi o¢ekivana ukupna koli¢ina proizvedenog rekombinantnog proteina.
Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time Sto je kultura dopunjena cisteinom ili cistinom do ukupne koli¢ine od 12
tez.% do 28 tez.% odéekivane ukupne koli¢ine proizvedenog rekombinantnog proteina, kao $to je ukupna koli¢ina od
12 tez.% do 25 tez.%, npr. od 12 te7.% do 20 tez.% odéekivane ukupne koli¢ine proizvedenog rekombinantnog
proteina.
Postupak prema zahtjevu 1 ili 2, naznacen time Sto je kultura dopunjena triptofanom do ukupne koli¢ine od 8 tez.%
do 30 tez.% ocekivane ukupne koli¢ine proizvedenog rekombinantnog proteina, kao Sto je ukupna koli¢ina od 8
tez.% do 25 tez.%, npr. od 8 tez.% do 20 teZ.% odéekivane ukupne koli¢ine proizvedenog rekombinantnog proteina.
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time 3to je ukupna koli¢ina cisteina ili cistina
dobivenog tijekom postupka od 2,9 do 12 g/(10'? stanica), kao $to je od 2,9 do 7 g/(10'? stanica), npr. od 5,6 do 7
g/(10'2 stanica), pri ¢emu se stanice odnose na odekivani integralni broj Zivih stanica na kraju proizvodne faze.
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time 3to je ukupna koli¢ina triptofana dobivenog
tijekom postupka od 2,5 do 7 g/(10'? stanica), kao §to je od 2,5 do 3,5 g/(10'2 stanica), pri emu se stanice odnose
na ocekivani integralni broj Zivih stanica na kraju proizvodne faze.
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time $to se ukupna koli¢ina cisteina ili cistina i
triptofana u kulturi postize dodavanjem cisteina ili cistina i triptofana u medij stani¢ne kulture:
a. na pocetku proizvodne faze,
b. jednom ili vi§e puta u bilo kojem trenutku tijekom proizvodne faze,
¢.  kontinuiranim dodavanjem tijekom faze proizvodnje, ili
d. ubilo kojoj kombinaciji a., b. 1 c.
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznaden time $to je proces 3arzni proces, kao Sto je SarZni
proces s napajanjem.
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time Sto se cistein ili cistin 1 triptofan osiguravaju
dnevnim dodavanjem tijekom faze proizvodnje.
Postupak prema zahtjevu 8, naznacen time $to se cistein ili cistin iscrpe u kulturi prije nego se cistein ili cistin dodaju
sljede¢eg dana, npr. smanjenjem cisteina ili dodatka cistina na razinu izmedu 5,6 i 7 g/(10'? stanica), pri Semu se
stanice odnose na o¢ekivani integralni broj Zivih stanica na kraju proizvodne faze.
Postupak prema zahtjevu 8 ili 9, naznacen time $to se tijekom kasne faze proizvodnje, t]. kada su stanice ve¢ postigle
maksimalnu gustocu Zivih stanica, triptofan iscrpljuje u kulturi prije nego $to se sljedeceg dana dodaje triptofan.
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time Sto cistein ili koncentracija cistina u mediju
stani¢ne kulture ne prelazi 0,9 g/L. u bilo kojem trenutku tijekom proizvodne faze, poZeljno pri ¢emu cistein ili
konecentracija cistina u mediju stani¢ne kulture ne prelazi 0,3 g/L u bilo kojem trenutku tijekom proizvodne faze.
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time $to koncentracija triptofana u mediju stani¢ne
kulture ne prelazi 0,6 g/L u bilo kojem trenutku tijekom proizvodne faze, poZeljno pri ¢emu koncentracija triptofana
u stani¢noj kulturi ne prelazi 0,3 g/L. medija u bilo kojem trenutku tijekom proizvodne faze.
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time $to se faza proizvodnje provodi tijekom najmanje
7 dana, poZeljno najmanje 14 dana.
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time $to u bilo kojem trenutku tijekom druge polovice
proizvodne faze:
*  koli¢ina cisteina ili cistina u kulturi iznosi od 10 tez.% do 30% ocekivane kolidine proizvedenog
rekombinantnog proteina; i
*  koli¢ina triptofana u kulturi iznosi od 8 tez.% do 35% oéekivane koli¢ine proizvedenog rekombinantnog
proteina.
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time Sto u bilo kojem trenutku tijekom proizvodne
faze:
*  koli¢ina cisteina ili cistina u kulturi iznosi od 10 tez.% do 30% ocekivane kolidine proizvedenog
rekombinantnog proteina; i
*  koli¢ina triptofana u kulturi iznosi od 8 tez.% do 35% ocekivane koli¢ine proizvedenog rekombinantnog
proteina.
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Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time $to je rekombinantni protein protutijelo ili njegov
fragment koji veZe antigen.
Postupak prema zahtjevu 16, naznacen time Sto je protutijelo ili njegov fragment koji veZe antigen:
1) protutijelo ili njegov fragment koji veZe antigen koji
a. sadrzi CDR-H1 koja ima sekvencu kako je definirana u SEQ ID NO:1; CDR-H2 koja ima sekvencu
kako je definirana u SEQ ID NO:2; CDR-H3 koja ima sekvencu kako je definirana u SEQ ID NO:3; CDR-
L1 koja ima sekvencu kako je definirana u SEQ ID NO:4; CDR-L2 koja ima sekvencu kako je definirana u
SEQ ID NO:5 i CDR-L3 koja ima sekvencu kako je definirana u SEQ ID NO:6; ili
b.  sadrZi laku varijabilnu regiju koja ima sekvencu definiranu u SEQ ID NO:7 i teSku varijabilnu regiju
koja ima sekvencu kako je definirana u SEQ ID NO:§; ili
c.  sadrzi laku varijabilnu regiju koja ima najmanje 80% identi¢nosti ili sli¢nosti, poZeljno 90% identi¢nosti
ili sli¢nosti sa sekvencom kako je definirana u SEQ ID NO:7 i te§ku varijabilnu regiju koja ima najmanje
80% identicnosti ili sli¢nosti, pozeljno 90% identi¢nosti ili sli¢nosti sa sekvencom kako je definirana u SEQ
ID NO:S;
d.  sadrzi laku varijabilnu regiju koja ima sekvencu definiranu u SEQ ID NO:7 i teSki lanac koja ima
sekvencu definiranu u SEQ ID NO:11; ili
e. sadrzi laku varijabilnu regiju koja ima najmanje 80% identi¢nosti ili sli¢nosti, poZeljno 90% identi¢nosti
ili sli¢nosti sa sekvencom kako je definirana u SEQ ID NO:7 i teski lanac koji ima najmanje 80% identi¢nosti
ili sliénosti, poZeljno 90% identi¢nosti ili sli€nosti sa sekvencom kako je definirana u SEQ ID NO:11; ili
2) protutijelo koje sadrZi laki lanac koji ima sekvencu definiranu u SEQ ID NO:9 i teSki lanac koja ima
sekvencu definiranu u SEQ ID NO:10; ili
3) protutijelo koje sadrzi laki lanac koji ima najmanje 80% identi¢nosti ili sli¢nosti, poZeljno 90% identi¢nosti
ili sli¢nosti sa sekvencom kako je definirano u SEQ ID NO:9 1 teski lanac koji ima najmanje 80% identi¢nosti ili
sli¢nosti, pozeljno 90% identi¢nosti ili sli¢nosti sa sekvencom kako je definirano u SEQ ID NO:10.
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time Sto se proizvodna faza provodi u bioreaktoru,
pozeljno s volumenom jednakim ili ve¢im od 50 L, jednakim ili veéim od 100 L, jednakim ili veéim od 500 L,
jednakim ili veéim od 1000 L, jednakim ili veé¢im od 2000 L, jednakim ili ve¢im od 5000 L, jednakim ili veé¢im od
10 000 L ili jednakim ili ve¢im od 20 000 L.
Postupak u skladu s bilo kojim od prethodnih patentnih zahtjeva, naznaden time $to postupak ukljuduje korak
prikupljanja rekombinantnog proteina iz medija stani¢ne kulture 1 daljnji korak proéid¢avanja rekombinantnog
proteina.
Postupak prema zahtjevu 19, naznacen time Sto pro¢is¢avanje ukljucuje kromatografiju proteina A.
Postupak prema zahtjevu 19 ili 20, naznaCen time Sto dalje ukljucuje korak formuliranja proc¢iséenog
rekombinantnog proteina.
Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time $to postupak smanjuje heterogenost proizvedenih
rekombinantnih proteina, pri ¢emu navedeno smanjenje heterogenosti ukljucuje smanjenje:
a. heterogenosti naboja, poZeljno kisele vr$ne skupine (APG); i/ili
b.  oksidacije aminokiselina, izomerizacije, fragmentacije, drugih kovalentnih adukata glikacije, deamidacije,
cisteinilacije; i/ili
c.  boje ili intenziteta boje, npr. izmedu razli¢itih Sarzi rekombinantnog proteina; i/ili
d.  wvrsti visoke molekularne mase (HMWS); i/ili
e.  nestabilnosti rekombinantnog proteina.
Postupak za smanjenje heterogenosti populacije rekombinantnih proteina u SarZi proizvedenoj u proizvodnoj fazi
pomocu rekombinantnih stanica domacina, pri ¢emu su stanice domacini CHO stanice, koji obuhvaca
a. uzgoj stanica domadina sposobnih za proizvodnju rekombinantnog proteina u mediju bez proizvoda
Zivotinjskog podrijetla,
b. napredovanje kulture kroz fazu proizvodnje u kojoj stanice proizvode rekombinantni protein, pri ¢emu se,
tijekom navedene faze proizvodnje, kultura nadopunjuje s
» cisteinom ili cistinom do ukupne koli¢ine od 10 tez.% do 30 teZ.% ocekivane ukupne koli¢ine
proizvedenog rekombinantnog proteina; i
* triptofanom do ukupne koli¢ine od 8 tez.% do 35 tez.% ocekivane ukupne koli¢ine proizvedenog
rekombinantnog proteina
i, izborno, prikupljanje rekombinantnog proteina iz medija staniéne kulture, pri ¢emu se provodi jedan ili vise
podetnih eksperimenata da se odredi oéekivana ukupna koli¢ina proizvedenog rekombinantnog proteina.
Postupak prema zahtjevu 23, naznacen time $to postupak ima jednu ili vise daljnjih karakteristika navedenih u bilo
kojem od zahtjeva 2 do 22.
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