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OPIS IZUMA

Prikazani izum se odnosi na nove stani¢ne kulture. Narodito, izum se odnosi na nove stani¢ne kulture inficirane s
lentivirusima, kao §to je macji virus imunodeficijencije (feline immunodeficiency virus - FIV), koji sadrzi pogodne
antibiotike da bi se povecala stani¢na gustoca i povecao rast kulture. Izum se isto tako odnosi na nove postupke za
povecavanje gustoce stani¢nih kultura koristenjem odredenih antibiotika.

Lentivirusi ¢ine klasu virusa koja moze voditi do razli¢itih bolesti i kod ljudi i kod Zivotinja. Ovim bolestima Eesto
prethodi nekoliko mjeseci ili ¢ak godina inkubacije. Na primjer, patolozi koji su u vezi sa AIDS-om izazvanim ljudskim
virusima imunodeficijencije (HIV) ili potjeCu od kroni¢ne progresije bolesti, ¢esto puta izazivaju kaheksiju i smrt kod
pacijenta nekoliko godina poslije indikacija.

Lentivirusi su isto tako u vezi sa razli¢itim patologijama kod takvih vrsta kao §to su ¢ovjekoliki majmuni i majmuni, kao
i domace zivotinje kao §to su konji, magarci, goveda, koze i ovce. Medu njima, konjska infektivna anemija (EIA) je bila
karakterizirana kao najvaznija infektivna bolest konja koja se javlja u ¢itavom svijetu. Lentivirusi ovaca su relativno
uobicajeni patogeni u mnogim dijelovima svijeta i ukljuéuju 'Maedi-visna' virus i virus progresivne upale plu¢a kao dva
predominantna tipa. Govedi virus imunodeficijencije je vazan uzrok bolesti kod goveda.

Ostali lentivirusi su vitalni indikatori patologije Zivotinja kao $to su macke. Virus imunodeficijencije macaka, strukturno
slican HIV-u, moZe izazvati smrt kod ku¢nih macaka. Pove¢ano je vrijeme koje doktori, veterinari i istraZivaci
posveéuju sredstvima za spre¢avanje 1 lije€enje bolcesti izazvanih ovim virusima.

Dio ovih ispitivanja ukljucuje rast tkiva kultura koje sadrze stanice na primjer limfocite, koje su bile inficirane s jednim
ili vise poznatih lentivirusa. Limfocitne kulture ili stanice nalik epiteliju zavisne od uc¢vri¢ivanjima kao Sto su kulture
stanica macjeg bubrega mogu rasti u T-balonu, rotacionim bocama, balonima koji se okrecu i bioreaktorima kori$tenjem
medija kao $to je Mininmalni esencijalni medij (MEM), Roswell Park Memorial Institute (RPMI), Dulbecco-ov MEM
(DMEM) i AIM V (Gibco/LTI, Grand Island, NY) dopunjen s govedim serumom do oko 20% i do oko 5% albumina
govedeg seruma (BSA). Velike skale kultura mogu biti uzgojene u velikim spinerima, fermentorima i bioreaktorima u
prisustvu kemikalija koje Stite protiv smicanja, sredstva za zgusnjavanje, emulgatora ili spojeva kao S§to su
metilceluloza, karboksimetil celuloza i1 povrSinski aktivne supstance kao §to su Pluronske serije, na pr.
PLURONIC®F-68, proizveden od BASF Coporation of Wyandotte, Michigan.

U odrzavanju kultura tkiva koje sadrZe viruse, istraziva¢i teze da uniste Stetnu bakteriju u okviru kulture tako da stanice
koje sadrze virus mogu rasti i razmnozZavati se. U isto vrijeme prateci cilj je da se maksimizira rast stani¢ne kulture. Da
bi se olaksao rast i uniStavanje bakterije, prihvacena je praksa dodavanja antibiotika, uglavnom njihove kombinacije,
stani¢noj kulturi. Na primjer, u US 5,958,423 izloZeno je da je stanicama stani¢ne kulture Madin-Darby-evog govedeg
bubrega (MDNK-Madin-Darby Bovine Kidney) kori§teno do 30 mcg/ml polimiksina B i neomicina i do 2.5 mcg/ml
amfotercina B.

Ono $to je sada potrebno u stanju tehnike su nove kompozicije staniénih kultura koje sadrze stanice inficirane s
lentivirusima. Naro¢ito su potrebne nove stani¢ne kulture u kojima stani¢ni rast moze biti maksimiziran i prisustvo
§tetnih organizama kao §to su bakterije moZe biti istovremeno minimizirano. Isto tako su potrebni novi postupci za
uzgajanje stani¢nih kultura u kojima njihova gusto¢a moze biti poveéana kroz pokretanje stani¢nog rasta. Dalje postoji
potreba za novim aditivima koji mogu optimizirati stani¢nu gustocu u kulturama omogucavajuci i pospjesujuci stanicni
rast stanica koje ¢ine kulturu.

U jednom izvodenju prikazanog izuma koji se odnosi na stani¢ne kulture mora sadrzavati bar jednu stanicu domacina
inficiranu s lentivirusom 1 koli¢inu antibiotika koja pokrece rast koja se sastoji sustinski od nemicina ili njegove biologki
kompatibilne soli.

Izum se isto tako odnosi na stani¢nu kulturu koja sadrzi bar jednu stanicu domacdina inficiranu sa lentivirusom i
neomicin ili njegovu bioloski kompatibilnu sol, tako $to je neomicin prisutan sustinski bez drugog antibiotika u koli¢ini
koja je u€inkovita u sprecavanju bakterijskog rasta i povecavanja gustoce stani¢ne kulture.

Isto tako kao dio izuma osiguran je postupak za povecavanje gustoce stani¢ne kulture u kojoj su stanice inficirane sa
lentivirusom, koji uklju¢uje dodavanje antibiotika koji se sustinski sastoji od neomicina ili njegove bioloski prihvatljive
soli u stani¢nu kulturu.

Izum isto tako osigurava kompoziciju pogodnu za dodavanje u stani¢nu kulturu inficiranu sa lentivirusom. Kompozicija
sadrZi koli¢inu neomicina ili njegove bioloski prihvatljive soli koja pospjesuje stani¢nu gustocu, zajedno sa bar jednim
dodatkom stani¢ne kulture. Dodatak stani¢ne kulture je pozeljno da potjece od govedeg seruma.
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Prethodne i druge karakteristike 1 prednosti izuma ¢e postati ociglednije iz dolje danog detaljnog opisa pozZeljnog
izvodenja izuma.

Prikazani izum se odnosi na stani¢ne kulture. One koje su razmatrane ovdje su one pogodne za upotrebu u
istrazivanjima i ispitivanja koje su sposobne da uzgajaju lentiviruse i dozvoljavaju njegov rast. Takve stani¢ne kulture
¢e prema tome ukljuciti limfocite 1 druge tipove stanica koje mogu biti inficirane sa jednim ili viSe lentivirusa. Druge
pogodne stani¢ne kulture ¢e ukljucivati macje limfocite, stanice sli¢ne fibroblastu i epitelijumu kao $to su stanice
madcjeg bubrega, Crandell Feline Kidney ili CRFK stanice, FL6, FL72 i FL74 (mag&ji limfociti) stanice. T-stanice
limfocita mogu ovdje biti pozeljne ovdje za upotrebu, kao i IL-2 nezavisni Fet-J i FL6 limfociti.

Izraz 'lentivirusi' se ovdje koristi da obuhvati sve poznate i kao i one lentiviruse koje tek treba otkriti, uklju¢ujuéi ali bez
ogranienja virus konjske infektivne anemije, 'Maedi-visna' virus, virus progresivne upale pluca, virus kozjeg
artritis-encefalitisa, magcji virus imunodeficijencije (FIV), majmunski virusi imunodeficijencije koji inficiraju vrste kao
§to su makaki, africki majmuni i babuni, i humani virusi imunodeficijencije (HIV) tipa I i II. Izraz 'lentivirusi' isto tako
ukljuéuju analoge, derivate i peptidne sekvence bilo koje od prethodnih. Ovdje pozeljni za upotrebu su nehumani
lentivirusi i naroéito, macji virusi imunodeficijencije (FIV).

Stani¢ne kulture prema izumu mogu biti kultivirane koridtenjem postupaka poznatih u stanju tehnike. Na primjer,
stanice domacina kao Sto su limfociti mogu biti kroni¢no inficirane s jednom ili vise prethodno navedenih lentivirusa
koridtenjem prihvatljivih postupaka i zatim rasta u pogodnom mediju. Pozeljno, medij je sustinski teku¢i medij. Jos§
pozcljnijc, medij jc inicijalno osiguran kao sustinski mcdij bez scruma. Stani¢na gustoéa kultiviranc stani¢ne kulturc
moze varirati prema osobinama stanica domaéina, medija i komore za rast, ali moZe biti u obimu od oko 1 x 10* do oko
1 x 10° pogodnih stanica po mililitru (ml) stani¢ne kulture (ukljuéujuéi medij). PoZeljnije, gustoca stanica je oko 2 x 10°
do oko 5 x 10’ stanica po mililitru.

Kao daljnji dio izuma, stani¢ne kulture sadrZe pogodni antibiotik koji utjee na inhibiciju rasta bakterije u okviru
kulture, dok u isto vrijeme povecava rast stanica i na taj na¢in povecavanja gustocu stani¢ne kulture. Antibiotik pozeljan
ovdje za upotrebu je neomicin, koji ¢e ukljuéivati sve njegove bioloski kompatibilne soli i derivate, kao $§to je neomicin
sulfat. Pod 'biologki kompatnibilnim' se misli da njegove soli ili derivati nemaju sustinski nezeljeni biologki efekt na
stanice.

Koli¢ina neomicina ukljucena u stani¢nu kulturu moze varirati prema potrebama osobe iz struke, ali tipi¢no ukljucena je
u koli¢inu koja ¢e povecati gustocu stani¢ne kulture. Uglavnom je poZeljna koli¢ina neomicina u okviru opsega od oko
5 mikrograma/ml stani¢ne kulture do oko 60 mikrograma/ml stani¢ne kulture (ukljucujué¢i medij). U poZeljnijem
izvodenju, neomicin je uklju¢en u stani¢nu kulturu u koli¢ini od bar oko 10 mikrograma/ml i pozeljnije od oko bar 20
mikrograma/ml. Cak poZeljnije, koli¢ina neomicina ée biti izmedu oko 30 mikrograma/ml do oko 60 mikrograma/ml.

Pozeljno je koristenje neomicina da bi se pobolj$ao rast stanica kulture 1 gusto¢a bez ukljucivanja drugih antibiotika kao
§to je na primjer polimiksin B i gentamicin. Polimiksin B mozZe poticati od polimiksina B, i B,, koji su dobiveni rastom
Bacillus polymyxa (Prazmowski) Migula (Farm. Bacillaceae). Sada je otkriveno da, kada su uklju¢ena oba, i neomicin i
polimiksin B u stani¢noj kulturi, na mnogo naéina, dolazi do znafajno manjcg porasta rasta stanica u usporcdbi sa
upotrebom samo neomicina.

Druge komponente stani¢ne kulture izuma ¢e tipi¢no ukljuéivati bar jedan dodatak stani¢ne kulture. Dodatak stani¢ne
kulture moze biti govedeg porijekla, kao $to je govedi serum i moze ukljuéivati govedi serum i albumin govedeg seruma
(BSA). Dodatak kulture moze biti ukljucen u koli¢ini od oko 0.1 do oko 10% volumena krajnje stani¢ne kulture.

Upotreba neomicina kao §to je ovdje opisana moze povecati gustocu stanica bar oko 20% i jo§ pozeljnije bar oko 33
1/3% u odnosu na identi¢nu staniénu kulturu stanica domacina inficiranih sa lentivirusom koje ne sadrze ni jedan
antibiotik. Stani¢na gustoc¢a je bila procjenjivana prihvatljivim postupcima, ukljucujuéi upotrebu eksluzije tripan plavog
na hemacitometru.

Slijedeci primjeri su osigurani da ilustriraju jedan poZeljan aspekt izuma, ali ne trebaju ograni¢avati njegov obim.
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PRIMJER

U ovom primjeru, Fet-J stanice kroni¢no inficirane sa macjim virusom imunodeficijencije (FIV) su uzgajane u mediju
bez seruma kao $to je modificirani DMEM:F12Medij ili AIM V medij, obogacdeni sa 2.5 mg/ml ALBUMAX®, koji
potjeée od BSA. Stanice su uzgajane u suspenziji u erlenmajeru na rotacionoj mije$alici pri 150 obrtaja u minuti na
37°C. Stanice su zasadane pri staniénojj gustoéi od 3 x 10’ Zivih stanica/ml. Staniéne gustoée su odredene ekshizijom
tripan plavog na hemacitometru. Gp 120 espresijsko odredivanje je ostvareno testom enzimski vezanog imunosorbenta
(ELISA) koris¢enjem anti-FIV Gp monoklonalnih antitijela. Procjenjivani antibiotici na FIV uklju¢uju dodavanje
gentamicina, neomicina i polimiksina B. U medij su dodani odgovarajué¢i antibiotici pri koncentracijom od 30
mikrograma/ml. Stani¢ne gustoce su odredene na osnovu 24 sata gore opisanim postupkom. Rezultati su prikazani u
TABELI 1

Tabela 1
Eksperimentalna grupa Koncentracija Dan 0 Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan4 Dan5
antibiotika (stanica
(mikrograma /ml)
/ml)
Kontrola N/A 3.0x10°  3.6x10°  5.5x10°  1.0x10°  1.2x10°  1.2x
Gentamicin 30 pg/ml 3.0x10°  24x10°  3.2x10°  6.5x10°  1.1x10°  1Ix
Neomicin 30 ug/ml 3.0x10°  4.7x10  7.8x10°  1.2x10°  1.3x10°  1.8x
Polimiksin B 30 pg/ml 3.0x10°  29x10°  4.6x10° 58x10°  6.6x10°  6.6x
Polimiksin B 30 pg/ml 3.0x10°  29x10°  5.0x10°  7.0x10°  7.7x10°  7.8x
+Neomicin + 30 ug/ml

Rezultati iz Tabele 1 pokazuju da suspenzija stani¢ne kulture obogacena s neomicinom ima najbolji cjelokupni rast i
povecanje stani¢ne gustoce. Gentamicin nema znacajni efekt, sa dnevnim stani¢nim gustocama koje su bile sustinski iste
kao kontrole. Kulture obogacene s polimiksinom B ili neomicinom zajedno sa polimiksinom B u stvari suzbijaju
stani¢nu gustocu u usporedbi s koristenim kulturama u kojima nema antibiotika i prema tome isto tako mnogo su manje
gustoce nego gdje je samo neomicin bio koristen.

Mada je izum bio opisan sa referencom na odredena njegova izvodenja, smatra se da mnoge izmjene i modifikacije
mogu biti napravljene bez odstupanja od biti ili obima izuma. Prema tome, izum se ne smatra da je ograni¢en gore
iznijetim opisom, nego samo obimom dodatih patentnih zahtjeva.

PATENTNI ZAHTJEVI

1. Stani¢na kultura, naznaena time, $to sadrzi bar jednu stanicu domaéina inficiranu sa lentivirusom i koli¢inu
antibiotika koja pospjesuje rast koja se sustinski sastoji od neomicina ili njegove biologki kompatibilne soli ili
derivata.

2. Stani¢na kultura prema zahtjevu 1, naznaena time, $to je neomicin prisutan u koli¢ini do oko 60 mikrograma/ml
spomenute kulture.

3. Stani¢na kultura prema zahtjevu 1, nazna€ena time, $to spomenuta stanica domacin je inficirana sa bar jednim
lentivirusom izabranom iz grupe koju ¢ini virus konjske infektivne anemije, "Maedi-visna' virus, virus progresivne
upale pluéa, kozji virus artritis-encefalitisa, madji virus imunodeficijencije (FIV), majmunski virus
imunodeficijencije i humani virusu imunodeficijencije (HIV) Tipa I1 11

4, Stani¢na kultura prema zahtjevu 3, naznafena time, $to spomenuti virus je izabran iz grupe koju ¢ine magdji virus
imunodeficijencije (FIV), majmunski virus imunodeficijencije i humani virus imunodeficijencije (HIV) tipa I 1 IL

5. Stani¢na kultura prema zahtjevu 4, naznacena time, $to spomenuti virus je virus macije imunodeficijencije (FIV).

6. Stani¢na kultura prema zahtjevu 1, naznacena time, Sto spomenuta stanica domacin je bar jedan od ¢lanova izabran
iz grupe koju ¢ine limfociti.

7. Stani¢na kultura prema zahtjevu 6, naznacena time, $to spomenuti limfociti su limfociti T-stanica.

8. Stani¢na kultura prema zahtjevu 7, naznaéena time, $to spomenuti limfociti su izabrani iz grupe koju ¢ine IL-2
nezavisni Fet-J i FL6 limfociti.

9. Stani¢na kultura prema zahtjevu 1, naznaena time, $to spomenuti neomicin je prisutan u koli¢ini od oko 5
mikrograma/ml.

10. Stani¢na kultura prema zahtjevu 9, naznadena time, $to spomenuti neomicin je u¢inkovit u povecavanju gustoce
spomenutc stani¢ne kulturc.

11. Stani¢na kultura prema zahtjevu 10, naznacena time, $to spomenuta koli¢ina neomicina je u¢inkovita u inhibiciji
bakterijskog rasta u spomenutoj stani¢noj kulturi.
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Stani¢na kultura prema zahtjevu 11, naznadena time, $to spomenuti neomicin je prisutan u koli¢ini od oko 20
mikrograma/ml.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 12, naznadeni time, §to spomenuti neomicin je prisutan u koli¢ini od oko 30
mikrograma/ml.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 5, naznacena time, $to spomenuta stani¢na kultura je prisutna u mediju bez
seruma.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 12, naznafena time, $to stanice spomenute stani¢ne kulture su zasadene pri
gustoéi koja je u opsegu oko 1 x 10° do oko 5 x 10° Zivih stanica/ml staniéne kulture.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 15, naznafena time, $to stanice spomenute stani¢ne kulture su zasadene pri
gustoéi od oko 3 x 10° Zivih stanica/ml.

Stani¢na kultura, naznafena time, $to sadrzi bar jednu stanicu domacina inficiranu lentivirusom i neomicin, gdje
spomenuti neomicin je prisutan sustinski bez drugog antibiotika u koli¢ini koja je udinkovita u inhibiciji
bakterijskog rasta i povecanja gustoc¢e spomenutih stani¢nih kultura.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 17, naznacena time, $to spomenuta stani¢na kultura je sustinski bez gentamicina
ili polimiksina B.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 17, naznaena time, $to spomenuti neomicin je prisutan u stani¢noj kulturi u
koli¢ini koja je u opsegu od oko 5 mikrograma/ml spomenute stani¢ne kulture.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 19, naznafena time, $to spomenuti neomicin je prisutan u spomenutoj stani¢ngj
kulturi u koli¢ini od bar oko 20 mikrograma/ml.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 20, naznafena time, $to spomenuti neomicin je prisutan u spomenutoj stani¢noj
kulturi u koli¢ini od bar oko 30 mikrograma/ml.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 17, naznaena time, $to spomenuti lentivirus je bar jedan ¢lan izabran iz grupe
koju ¢ine virus konjske infektivne anemije, 'Maedi-visna' virus, virus progresivne upale pluéa, kozji virus
artritis-encefalitisa, macji virus imunodeficijencije (FIV), majmunski virus imunodeficijencije i humani virus
imunodeficijencije (HIV) tipa 1 IL.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 22, naznacena time, $to spomenuti virus je izabran iz grupe koju ¢ine macji virus
imunodeficijencije (FIV), majmunski virus imunodeficijencije 1 humani virus imunodeficijencije (HIV) tipa 111
Stani¢na kultura prema zahtjevu 23, naznadena time, $to spomenuti virus je madji virus imunodeficijencije (FIV).
Stani¢na kultura prema zahtjevu 17, naznadena time, $to spomenuta stanica domacéin je bar jedan ¢lan izabran iz
grupe koju ¢ine limfociti.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 25, naznacena time, $to spomenuta stanica domacin je T-limfocit.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 26, naznacena time, Sto spomenuta stanica domacin je bar jedan ¢lan izabran iz
grupe koju ¢ine IL-2 nezavisni Fet-J i FL6T-limfociti.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 17, naznafena time, Sto stanice spomenute stani¢ne kulture su zasadene pri
gustoéi u opsegu od oko 1 x 10° do oko 5 x 10’ Zivih stanica/ml.

Stani¢na kultura prema zahtjevu 28, naznafena time, $to stanice spomenute stani¢ne kulture su zasadene pri
gustoéi od oko 3 x 10° Zivih stanica/ml.

Postupak za povecavanje gustoce staniéne kulture u kojoj su stanice koje su bile inficirane sa lentivirusom,
naznacen time, $to se sastoji od dodavanja antibiotika koji se sustinski sastoji od neomicina u spomenutu stani¢nu
kulturu.

Postupak prcma zahtjevu 30, naznafen time, $to spomenuti ncomicin je dodat u koli¢ini od oko 5 mikrograma/ml
do oko 60 mikrograma/ml stani¢ne kulture.

Postupak prema zahtjevu 31, naznaden time, $to spomenuti neomicin je dodat u koli¢ini u kojoj je uéinkovit u
inhibiciji bakterijskog rasta u spomenutoj stani¢noj kulturi.

Postupak prema zahtjevu 32, naznafen time, $to spomenuti neomicin je dodan u koli¢ini od bar oko 20
mikrograma/ml.

Postupak prema zahtjevu 33, naznacen time, $to spomenuti neomicin je dodan u koli¢ini od bar oko 30
mikrograma/ml.

Postupak prema zahtjevu 30, naznaden time, $to se dalje sastoji u zasadivanju spomenutih stani¢nih kultura u
opsegu od oko 1 x 10” do oko 5 x 10° Zivih stanica/ml.

Postupak prema zahtjevu 35, naznaden time, $to spomenute stani¢ne kulture su zasadene pri gustoci od oko 3 x 10
zivih stanica/ml.

Postupak prema zahtjevu 30, naznacen time, $to se dalje sastoji od dodavanja bar jednog dodatka kulture u
spomenutu stani¢nu kulturu.

Postupak prema zahtjevu 37, naznacen time, $to spomenuti dodatak stani¢ne kulture je albumin govedeg seruma
(BSA).

Postupak prema zahtjevu 30, naznafen time, $to spomenuti neomicin je uc¢inkovit u povecavanju stani¢ne gustoce
od bar oko 20%.

Postupak prema zahtjevu 39, naznaden time, $to spomenuti neomicin je u¢inkovit u povecavanju stani¢ne gustoce
bar oko 33 1/3%.

Postupak prema zahtjevu 40, naznaden time, $to spomenuti neomicin je djelotvoran u povecavanju stani¢ne
gustoée bar oko 50%.
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42, Postupak za kultiviranje stani¢ne kulture stanica inficiranih sa lentivirusom, naznaden time, $to se sastoji od
dodavanja neomicina sustinski bez polimiksina B ili gentamicina u spomenutu kulturu.

43, Postupak prema zahtjevu 42, naznaden time, $to spomenuti neomicin je dodan u koli¢ini u okviru opsega od oko 5
mikrograma/ml do oko 60 mikrograma/ml stani¢ne kulture.

44. Postupak prema zahtjevu 43, naznafen time, §to spomenuta koli¢ina neomicina je uéinkovita pri inhibiciji
bakterijskog rasta u spomenutoj stani¢noj kulturi.

45. Postupak prema zahtjevu 43, naznaden time, $to spomenuta koli¢ina neomicina je bar oko 20 mikrograma/ml
stani¢ne kulture.

46. Postupak prema zahtjevu 45, naznaden time, $to spomenuta koli¢ina neomicina je bar oko 30 mikrograma/ml
stani¢ne kulture.

47. Postupak prema zahtjevu 42, naznafen time, $to se dalje sastoji od dodavanja djelotvorne koli¢ine bar jednog
dodatka stani¢ne kulture u spomenutu kulturu.

48. Postupak prema zahtjevu 47, naznacen time, Sto spomenuti dodatak stani¢ne kulture je albumin govedeg seruma
(BSA).

49. Postupak prema zahtjevu 42, naznacen time, $to spomenuti lentivirus je bar jedan ¢lan izabran iz grupe koje ¢ini
virus konjske infektivne anemije, 'Medi-visna' virus, virus progresivne upale pluca, kozji virus artritis-encefalitisa,
macji virus imunodeficijencije (FIV), majmunski virus imunodeficijencije i humani virus imunodeficijencije (HIV)
tipa I1 Il i dalje gdje spomenuta stani¢na kultura sadrZi stanice limfocita.

50. Postupak prema zahtjevu 49, naznafen time, §to spomenuti virus je izabran iz grupe koju ¢ine madji virus
imunodeficijencije (FIV), majmunski virus imunodeficijencije i humani virus imunodeficijencije (HIV) tipa I1 II.

51. Kompozicija pogodna za stani¢nu kulturu inficiranu sa lcnitvirusom, naznacena time, $to sc sastoji od:

a) koli¢ine antibiotika, koji se sustinski sastoji od neomicina, koja povecava stani¢nu gustocu; i
b) bar jednog dodatka stani¢ne kulture.

52. Kompozicija prema zahtjevu 51, naznadena time, Sto spomenuta koli¢ina je u okviru opsega od oko 5
mikrograma/ml do oko 60 mikrograma/ml spomenute stani¢ne kulture.

53. Kompozicija prema zahtjevu 52, naznaena time, $to spomenuti dodatak stanicne kulture potjece od govedeg
seruma.

54. Kompozicija prema zahtjevu 53, naznaden time, $to spomenuti dodatak staniéne kulture je albumin govedeg
seruma.

55. Kompozicija stani¢ne kulture, naznadena time, $to sadrzi
a) od oko 1 x 10° do oko 5 x 10° Zivih stanica/ml Fet-J stanica kroni¢no inficiranih s magjim virusom

imunodeficijencije;
b) bar oko 10 mikrograma/ml antibiotika koji se sustinski sastoji od neomicina ili njegove biologki kompatibilne
soli ili derivata.

SAZETAK

Kompozicija i postupak za povecavanje stani¢nog rasta i povecavanje gustoCe stanicnih kultura koje sadrze stanice
domacina inficirane s lentivirusom obuhvac¢a dodavanje pogodne koli¢ine antibiotika kulturama da bi se unistila $tetna
baktcrija.
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