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1.

Postupak za proizvodnju antitijela ili njegovog fragmenta koji sadrZi korake:
(i) transformacija bakterijske stanice domacina s jednim vektorom koji se sastoji od dvostrukog cistronickog
ekspresijskog sustava;
(i1) kultiviranje transformiranih bakterijskih stanica u prikladnom mediju da se eksprimira antitijelo ili njegov
fragment kao tijela za ukljucivanje;
(iii) provodenje solubilizacije navedenih tijela za ukljucivanje;
(iv) provodenje ponovnog sklapanja antitijela ili njegovog fragmenta;
pri cemu sustav dvostruke cistroni¢ke ckspresije sadrzi:
a) prvi cistron koji sadrzi T7 promotor operativno povezan s polinukleotidnom sekvencom koja kodira
te$ku lanac antitijela ili njegov fragment;
b)  drugi cistron koji sadrZi promotor arabinoze operativno povezan s polinukleotidnom sekvencom za
kodiranje lakog lanca antitijela ili njegovog fragmenta;
pri ¢emu su prvi i drugi cistroni smjeSteni u jednostrukom vektoru i izrazavaju antitijelo ili fragment kao tijela
za uklju¢ivanje; i
pri ¢emu ckspresija teSkog lanca inducira IPTG dok ekspresiju lakog lanca inducira arabinoza takva da su teski
ilaki lanac izraZeni ekvimolarnim razinama ekspresije.
Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time da je bakterijska stanica domacéin E.coli.
Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time da dvostruki cistronski ekspresijski sustav sadrzi nukleotidnu sekvencu
kako je navedeno u SEQ ID br. 19.
Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time da je postupak za proizvodnju Ranibizumaba i sadrzi korake:
(i) transformiranje E.coli s jednim vektorom koji se sastoji od dualnog cistronickog ekspresijskog sustava;
(ii) kultiviranje transformirane stanice u prikladnom mediju, pri ¢emu prvi i drugi cistron izrazavaju teske i
lake lance Ranibizumaba kao tijela za uklju€ivanje;
(iii) provodenje solubilizacije navedenih tijela za ukljucivanje;
(iv) obavljanje ponovnog puStanja navedenih inkluzivnih tijela pod pogodnim uvjetima radi dobivanja
funkcionalnog Ranibizumaba;
pri ¢emu se prvi cistron sastoji od T7 promotora koji je operativno povezan s polinukleotidnom sekvencom koja
kodira teSki lanac ranibizumaba, a drugi cistron se sastoji od Arabinose promotora koji je operativno povezan s
polinukleotidnom sekvencom koja kodira laki lanac Ranibizumaba; i
pri ¢emu se¢ ImM IPTG koristi za induciranje ekspresije teskog lanca Ranibizumaba, dok se 13 mM Arabinose
koristi da se inducira ekspresija lakog lanca Ranibizumaba tako da su izraZeni teSki i laki lanac na ekvimolarnim
razinama ekspresije.
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