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Postupak za proizvodnju fuzijskog proteina receptora faktora nekroze tumora i imunoglobulina (TNFR-Ig) u
stani¢noj kulturi na veliko, naznacen time, §to se sastoji od koraka:

dobivanja stani¢ne kulture, koja sadrZi:

stanice sisavaca, koje sadrze gen koji kodira TNFR-Ig gen koji se ekspresira u uvjetima stani¢ne kulture; i

medij, koji sadrZi glutamin, a ima karakteristike medija koje se biraju iz grupe koju ¢ine: (i) kumulativna koli¢ina
aminokiselina po jedinici volumena veéa od oko 70 mM, (ii) molski odnos kumulativnog glutamina prema
kumulativnom asparaginu manji od oko 2, (iii) molski odnos kumulativnog glutamina prema kumulativnim
ukupnim aminokiselinama manji od oko 0,2, (iv) molski odnos kumulativnih neorganskih iona prema kumulativnim
ukupnim aminokiselinama izmedu oko 0,4 i 1, (v) kombiniranu kumulativou koli¢inu glutamina i asparagina po
jedinici volumena vecu od oko 16 mM, i njihove kombinacije;

odrZavanja spomenute kulture u inicijalnoj fazi rasta, pod prvim skupom uvjeta kulture, tijekom prvog perioda
vremena, dovoljnog da se dozvoli spomenutim stanicama da se reproduciraju do gustoée vitalnih stanica unutar
opsega od oko 20%-80% od maksimalno moguée gustoce vitalnih stanica, kada se spomenuta kultura odrzava pod
prvim skupom uvjeta kulture;

izmjene najmanje jednog uvjeta kulture, tako da se zatim primjenjuje drugi skup uvjeta kulture;

odrzavanja spomenute kulture tijekom drugog perioda vremena pod ovim drugim skupom uvjeta, a u drugom
periodu vremena se akumulira TNFR-Ig u stani¢noj kulturi.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznaden time, Sto spomenuti medij sadrzi molski odnos kumulativnog glutamina
prema kumulativnom asparaginu koji je manji od oko 2; a

spomenuti medij ima dvije karakteristike medija, koje se biraju iz grupe koju Cine: (i) medij sadrzi kolicinu
kumulativnih aminokiselina po jedinici volumena vecu od oko 70 mM, (iii) molski odnos kumulativnog glutamina
prema kumulativnim ukupnim aminokiselinama manji od oko 0,2, (iv) molski odnos kumulativnih neorganskih iona
prema kumulativnim ukupnim aminokiselinama izmedu oko 0,4 i 1, (v) kombiniranu kumulativanu koli¢inu
glutamina i asparagina po jedinici volumena vecu od oko 16 mM, i njihove kombinacije.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznaen time, Sto se spomenuti uvjet stanicne kulture, u spomenutom koraku
promjene najmanje jednog uvjeta kulture, bira iz grupe koju ¢ine: (i) temperatura, (ii) pH, (iii) osmolalnost, (iv)
sadrZaj kemijskog induktanta, i njihove kombinacije.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, Sto je inicijalna koncentracija glutamina u spomenutom mediju manja
od ili jednaka 10 mM.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, Sto je inicijalna koncentracija glutamina u spomenutom mediju manja
od ili jednaka 4 mM.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, Sto je ukupna kumulativna koli¢ina glutamina po jedinici volumena u
spomenutom mediju manja ili jednaka 10 mM.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, Sto je ukupna kumulativna koli¢ina glutamina po jedinici volumena u
spomenutom mediju manja ili jednaka 4 mM.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznaden time, Sto se glutamin osigurava samo u inicijalnom mediju, u polaznoj
stani¢noj kulturi.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznaden time, $to je inicijalna gusto¢a spomenutih stanica sisavaca najmanje 2x10°
stanica/mL.

Postupak prema Zahtjevu 1, nazna&en time, $to je inicijalna gusto¢a spomenutih stanica sisavaca najmanje 2x10°
stanica/mL.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznaden time, §to korak osiguravanja sadrzi osiguravanje najmanje oko 1000 L
kulture.

. Postupak prema Zahtjevu |, naznacen time, sto korak osiguravanja sadrzi osiguravanje najmanje oko 10.000 L

kulture.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, Sto spomenuti prvi skup uvjeta sadrzi prvi opseg temperature, koji je
priblizno od 30°C do 42°C.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznafen time, $to spomenuti prvi skup uvjeta sadrzi prvi opseg temperature koji je
priblizno 37°C.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, $to spomenuti prvi skup uvjeta sadrzi drugi opseg temperature, koji je
priblizno od 25°C do 41°C.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, $to spomenuti prvi skup uvjeta sadrzi drugi opseg temperature, koji je
priblizno od 29°C do 35°C.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznaden time, Sto spomenuti prvi skup uvjeta sadrzi drugi opseg temperature, koji je
priblizno 31°C.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, $to sadrzi jos i drugi korak izmjene, poslije spomenute prve izmjene
najmanje jednog od uvjeta kulture, a koji se sastoji od izmjene najmanje jednog od uvjeta kulture, tako da se u
kulturi primjenjuje treci skup uvjeta.
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Postupak prema Zahtjevu 18, naznacen time, Sto drugi korak izmjene sadrZi izmjenu najmanje jednog od uvjeta
kulture, koji se bira iz grupe koju ine: (i) temperatura, (ii) pH, (iii) osmolalnost, (iv) sadrZaj kemijskog induktanta,
injihove kombinacije.

. Postupak prema Zahtjevu 18, naznacen time, §to spomenuti trei skup uvjeta sadrZi treéi opseg temperature, koji je

priblizno od 27 do 37°C.

. Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, §to spomenuti prvi period vremena traje izmedu 1 1 7 dana.
. Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, §to spomenuti prvi period vremena traje priblizno 4 dana.
. Postupak prema Zahtjevu 1, naznaéen time, $to spomenuti prvi period vremena i spomenuti drugi period vremena

traju najmanje 5 dana.

. Postupak prema Zahtievu 1, naznacen time, §to u koraku odrZavanja spomenute kulture u drugom periodu

vremena, sadrZaj laktata opada, poslije dostizanja maksimalnog sadrZaja laktata u kulturi.

. Postupak prema Zahtjevu 1, naznaen time, Sto u koraku odrzavanja spomenute kulture u drugom periodu

vremena, sadrZaj amonija opada, poslije dostizanja maksimalnog sadrZaja amonija u kulturi.

. Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, Sto je spomenuta koli¢ina dobivenog TNFR-Ig najmanje 1,5-put veca

nego koli¢ina dobivenog TNFR-Ig pod inace identi¢nim uvjetima, u inace identicnom mediju, kojem nedostaju
spomenute karakteristike medija.

. Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, $to je spomenuta ukupna koli¢ina dobivenog TNFR-Ig najmanje 2-

puta veca nego kolicina dobivenog TNFR-Ig pod inaCe identiCnim uvjetima, u inace identicnom mediju, kojem
nedostaju spomenute karakteristike medija.

28. Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, §to se spomenuta stanicna kultura osigurava jo§ i komponentama

suplemenata.

. Postupak prema Zahtjevu 28, naznacen time, Sto se spomenute komponente suplemenata osiguravaju u vise

intervala.

Postupak prema Zahtjevu 28, nazna€en time, Sto se¢ spomenute komponente suplemenata biraju iz grupe koju ¢ine
hormoni i/ili drugi faktori rasta, odredeni ioni (kao Sto su natrijev, kloridni, kalcijev, magnezijev 1 fosfatni), puferi,
vitamini, nukleozidi ili nukleotidi, mikroelementi (neorganski spojevi obicno prisutni u vrlo niskim kona¢nim
koncentracijma), aminokiseline, lipidi, ili glukoza ili neki drugi izvor energije.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, Sto se spomenutoj kulturi ne dodaju komponente suplemenata tijekom
trajanja proizvodnje spomenutog TNFR-Ig.

2. Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, Sto se u spomenutoj kulturi glutamin zamjenjuje glicilglutaminom.
3. Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, Sto je spomenuta kumulativna ukupna koli¢ina histidina, izoleucina,

leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptofana i tirozina po jedinici volumena u spomenutom mediju veca od
priblizno 25 mM.
Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, 5to je spomenuta kumulativna ukupna koli¢ina histidina, izoleucina,
leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptofana i tirozina po jedinici volumena u spomenutom mediju veca od
priblizno 35 mM.

. Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, $to spomenuti medij ima karakteristike medija koje se biraju iz grupe

koju ¢ine:

(i) kumulativna ukupna koli¢ina histidina po jedinici volumena veéa od priblizno 1,7 mM;

(if) kumulativna ukupna koli¢ina izoleucina po jedinici volumena veéa od priblizno 3,5 mM,

(iil) kunmulativna ukupna koli¢ina leucina po jedinici volumena veéa od priblizno 5,5 mM;

(iv) kumulativna ukupna koli¢ina metionina po jedinici volumena veéa od priblizno 2,0 mM;

(v) kumulativna ukupna koli¢ina fenilalanina po jedinici volumena veca od priblizno 2,5 mM;

(vi) kumulativna ukupna koli¢ina prolina po jedinici volumena veéa od priblizno 2,5 mM,

(vii) kumulativna ukupna kolicina triptofana po jedinici volumena veca od priblizno 1,0 mM;

(viii) kumulativna ukupna koli¢ina tirozina po jedinici volumena veca od priblizno 2,0 mM.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, $to je kumulativna ukupna koli¢ina serina po jedinici volumena u
spomenutom mediju veca od priblizno 10 mM.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, sto je kumulativna ukupna koli¢ina asparagina po jedinici volumena u
spomenutom mediju veca od priblizno § mM.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, sto je kumulativna ukupna koli¢ina asparagina po jedinici volumena u
spomenutom mediju veca od priblizno 12 mM.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznaCen time, $to je kumulativna ukupna koli¢ina fosfora po jedinici volumena u
spomenutom mediju veca od priblizno 5 mM.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, sto je kumulativna ukupna koli¢ina glutamata po jedinici volumena u
spomenutom mediju manja od priblizno 1 mM.

Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, $to je kumulativna ukupna koli¢ina kalcij pantotenata po jedinici
volumena u spomenutom mediju veéa od priblizno 20 mg/L.

. Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, to je kumulativna ukupna kolic¢ina nikotinamida po jedinici volumena

u spomenutom mediju veéa od priblizno 25 mg/L.
Postupak prema Zahtjevu 1, naznaCen time, $to je kumulativna ukupna koli¢ina piridoksina i piridoksala po
jedinici volumena u spomenutom mediju veéa od priblizno 35 mg/L.
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Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, Sto je kumulativna ukupna koli¢ina riboflavina po jedinici volumena u
spomenutom mediju veca od priblizno 2,0 mg/L.

. Postupak prema Zahtjevu |, naznacen time, Sto je kumulativna ukupna koli¢ina tiamin hidroklorida po jedinici

volumena u spomenutom mediju veca od pribliZzno 35 mg/L.
Postupak prema Zahtjevu 1, naznacen time, §to se spomenuti medij sastoji od medija koji sadrZi glutamin i ima
karakteristike medija koje se biraju iz grupe koju Cine:
(1) polazna koncentracija aminokiselina ve¢a od oko 70 mM,
(ii) molski odnos polaznog glutamina prema polaznom asparaginu manji od oko 2,
(iii) molski odnos polaznog glutamina prema polaznim ukupnim aminokiselinama manji od oko 0,2,
(iv) molski odnos polaznih neorganskih iona prema polaznim ukupnim aminokiselinama izmedu oko 0,41 1,
(v) polazna koncentracija kombiniranih glutamina i asparagina ve¢a od oko 16 mM, i njihove kombinacije:
Postupak za proizvodnju TNFR-Ig na velikoj skali proizvodnje stanica iz kulture, naznacen time, $to sadrZi korake:
dobivanja stani¢ne kulture, koja sadrZi:
stanice sisavaca, koje sadrZe gen koji kodira TNFR-Ig gen, gen koji se ekspresira u uvjetima stani¢ne kulture; i
definirani medij, koji sadrZi glutamin, a ima najmanje dvije karakteristike medija koje se biraju iz grupe koju
¢ine:
(1) polazna koncentracija aminokiselina vec¢a od oko 70 mM,
(ii) molski odnos glutamina prema asparaginu manji od oko 2,
(iii) molski odnos glutamina prema ukupnim aminokiselinama manji od oko 0,2,
(iv) molski odnos neorganskih iona prema ukupnim aminokiselinama izmedu oko 0,41 1,
(v) kombiniranu koncentraciju glutamina i asparagina vecu od oko 16 mM,;
odrzavanja spomenute kulture u inicijalnoj fazi rasta pod prvim skupom uvjeta kulture, tijekom prvog perioda
vremena, dovoljno da se dozvoli spomenutim stanicama da se reproduciraju unutar opsega od oko 20%-80% od
maksimalno moguée gustoce vitalnih stanica, ako se spomenuta kultura odrZava pod prvim skupom uvjeta kulture;
izmjene najmanje jednog uvjeta kulture, tako da se primjenjuje drugi skup uvjeta kulture;
odrzavanja spomenute kulture tijekom drugog perioda vremena pod ovim drugim skupom uvjeta, a u ovom drugom
periodu vremena u stani¢noj kulturi se akumulira TNFR-Ig.
Postupak prema Zahtjevu 47, naznacen time, Sto spomenuti medij ima karakteristike medija:
1) polaznu koncentraciju aminokiselina ve¢u od oko 70 mM,
i) molski odnos glutamina prema asparaginu manji od oko 2,
ii1) molski odnos glutamina prema ukupnim aminokiselinama manji od oko 0,2,
iv) molski odnos neorganskih iona prema ukupnim aminokiselinama izmedu oko 0,41 1,1
v) kombiniranu koncentraciju glutamina i asparagina vecu od oko 16 mM.
Postupak prema bilo kojem od Zahtjeva 1-2, ili 46-48, naznacen time, §to su:
sadrzaji laktata niZi od sadrZaja koji su opaZeni pod inace identi¢nim uvjetima u inace identicnom mediju, kojem
nedostaju spomenute karakteristike;
sadrZaji amonija niZi od sadrZaja koji su opaZeni pod inace identi¢nim uvjetima u inace identi¢nom mediju, kojem
nedostaju spomenute karakteristike; i
ukupna koli¢ina proizvedenog TNFR-Ig je bar toliko velika kao §to se opaza pod inace identicnim uvjetima u inace
identi¢nom mediju, kojem nedostaju spomenute karakteristike.
Postupak prema Zahtjevima 1 do 47, naznaen time, Sto se proizvedeni TNFR-Ig izolira i/ili procistava za
upotrebu ili za dobivanje farmaceutskih proizvoda.
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