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Postupak za proizvodnju bispecifi¢nog protutijela, naznaen time, da navedeni postupak ukljucuje:
a) Dobivanje prvog polu-protutijela proci§¢enog upotrebom proteina A;
b) Dobivanje drugog polu-protutijela pro€is¢enog upotrebom proteina A, pri ¢emu drugo polu-protutijelo ima
drugaciju specifi¢nost vezanja antigena od prvog polu-protutijela;
¢) Regulaciju pH vrijednosti svakog polu-protutijela na vrijednost izmedu 4 1 9;
d) MijeSanje prvog i drugog polu-protutijela kako bi se dobila smjesa sklopova,
e) Dodavanje molarnog suviska slabog reducensa u smjesu sklopova, pri ¢emu se slabi reducens dodaje u 50
do 400 puta molarnom suvisku i pri ¢emu je slabi reducens GSH; i
f)  inkubiranje smjese sklopova kako bi se formiralo bispecifi¢no protutijelo koje sadrzi prvo i drugo polu-
protutijelo.
Postupak prema patentnom zahtjevu 1, naznacen time, da prvo polu-protutijelo sadrZzi VL domenu, CL domenu,
VH domenu, CH1 domenu, zglobnu domenu, CH2 domenu i CH3 domenu.
Postupak prema patentnom zahtjevu 2, naznacen time, da je polu-protutijelo jedan lanac polipeptida koji dalje
sadrzi lanac, pri ¢emu su navedene domene smjestene u odnosu jedna na drugu u smjeru ,,N-kraj prema C-kraju* na
sljedeéi nacin: VL-CL-lanac-VH-CH1-zglob-CH2-CH3.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 3, naznacen time, da prvo polu-protutijelo i drugo polu-
protutijelo sadrZe domenu heteromultimerizacije.
Postupak prema patentnom zahtjevu 4, naznacen time, da se domena heteromultimerizacije sastoji od dr¥ke, otvora,
leucinskog zatvaraca, uvijene zavojnice ili polarnog aminokiselinskog ostatka koji moZe formirati elektrostatsku
interakciju, ili njihove kombinacije.
Postupak prema patentnom zahtjevu 5, naznacen time, da prvo polu-protutijelo obuhvaca driku, a drugo polu-
protutijelo obuhvaca otvor.
Postupak prema patentnom zahtjevu 6, naznacen time, da polu-protutijelo u obliku dr$ke sadrzi T366W supstituciju,
a polu-protutijelo u obliku otvora sadrZi supstitucije T366S/L368A/Y407V.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 7, naznacen time, da nadalje ukljucuje dodavanje L-arginina
do kona¢ne koncentracije izmedu 20 mM do 1M prije regulacije pH vrijednosti.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 8, naznacen time, da nadalje ukljuCuje inkubiranje smjese
sklopova na temperaturi izmedu 15°C 1 39°C u trajanju od barem 30 minuta.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 9, naznacen time, da smjesa sklopova u koraku f ima
potencijal oksidacije izmedu -200 do -600 mV, pozeljnije izmedu -300 do -500 mV, a najpoZeljnije od -400 mV.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 10, naznacen time, da se GSH dodaje u 50-200 puta
molarnom pristupu.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 11, naznacen time, da se inkubiranje smjese sklopova vr§i
na temperaturi izmedu 15°C 1 39°C u prisutnosti polivinilpirolidona (PVP).
Postupak prema patentnom zahtjevu 12, naznacen time, da se histidin dodaje prije od, istovremeno s, ili nakon
PVP-a.
Postupak prema patentnom zahtjevu 12 ili 13, naznacen time, da se PVP dodaje do 40% (m/v).
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