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Patentkrav

1. Mus, omfattende:

(a) en erstatning i den endogene variable regionlokusen til den lette «-
kjeden av det murine immunglobulinet av alle gensegmenter for den
endogene variable regionen til den lette k-kjeden av det murine
immunglobulinet med et enkelt omgruppert humant Vi1-39/Jk-gensegment
eller et enkelt omgruppert humant Vk3-20/Jx-gensegment, der det humane
gensegmentet er operativt koblet til et endogent murint konstant k-gen og
der musen mangler en variabel regionlokus for den lette k-kjeden av det
endogene murine immunglobulinet som er i stand til & omgruppere og

danne et gen som koder for en variabel murin k-region; og,

(b) en erstatning av den endogene murine genlokusen for den variable
regionen av den tunge kjeden med flere humane gensegmenter for den
variable regionen av den tunge kjeden, der gensegmentene for den
humane variable regionen av den tunge kjeden er operativt koblet til et
endogent murint gen for den konstante tunge kjeden, og de humane
gensegmentene for den variable regionen av den tunge kjeden er i stand til
a omgruppere og danne et omgruppert humant/murint kimaert

tungkjedegen.
2. Musen ifglge krav 1, der:

(a) musen ogsa omfatter en intronisk murin k-forsterker 5' for den murine

konstante regionen av den lette kjeden; eller
(b) musen ogsa omfatter en 3'-forsterker for murint «.
3. Musen ifglge krav 2, der:

(a) de flere gensegmentene for den variable regionen av den humane tunge
kjeden omfatter et segment valgt fra gruppen som bestar av de humane

gensegmentene for variabel immunglobulinregion 1-2, 1-8, 1-24, 2-5, 3-7,
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3-9, 3-11, 3-13, 3-15, 3-20, 3-23, 3-30, 3-33, 3-48, 4-31, 4-39, 4-59, 5-51,

og 6-1, og en kombinasjon av disse;

(b) de flere gensegmentene for den variable regionen av den humane tunge
kjeden omfatter et segment valgt fra gruppen som bestar av
gensegmentene D1-7, D1-26, D3-3, D3-10, D3-16, D3-22, D5-5, D5-12,
D6-6, D6-13 og D7-27, og en kombinasjon av disse;

(c) musen omfatter en B-celle som omfatter en omgruppert gensekvens for
den variable regionen av den tunge kjeden i immunglobulinet, som er
omfattende et gen for den variable regionen av den tunge kjeden som
stammer fra et VH-gensegment valgt fra gruppen som bestar av VH2-5,
VH3-23, VH3-30, VH4-39, VH4-59, og VH5-51, og som stammer fra et D-
gensegment valgt fra gruppen som bestar av D1-7, D1-26, D3-3, D3-16,
D3-10, D3-22, D5-5, D5-12, D6-6, D6-13, og D7-27; eller

(d) musen omfatter en B-celle som omfatter en omgruppert gensekvens for
den variable regionen av den tunge kjeden av immunglobulin, som er
omfattende et VH-, JH- og DH-gensegment valgt fra gruppen som bestar av
VH2-5 + JH1 + D6-6, VH3-23 + JH4 + D3, VH3-23 + JH4 + D3-10, VH3-30
+ JH1 + D6-6, VH3-30 +JH3 + D6-6, VH3-30 + JH4 + D1-7, VH3-30 + JH4
+ D5-12, VH3-30 + JH4 + D6-13, VH3-30 + JH4 + D6-6, VH3-30 + JH4 +
D7-27, VH3-30 + JH5 + D3-22, VH3-30 + JH5 + D6-6, VH3-30 + JH5 + D7-
27, VH4-39 + JH3 + D1 -26, VH4-59 + JH3 + D3-16, VH4-59 + JH3 + D3-
22, VH4-59 + JH4 + D3-16, VH5-51 + JH3 + D5-5, VH5-51 + JH5 + D6-13,
og VH5-51 + JH6 + D3-16.

4. Musen ifglge krav 1, der:

(a) det humane V«k1-39-gensegmentet er til stede i en omgruppering med et

humant Jk5-gensegment; eller

(b) det humane V«3-20-gensegmentet er til stede i en omgruppering med et

humant Jkx1-gensegment.
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5. Celle isolert fra en genetisk modifisert mus ifglge hvilket som helst av de

foregaende kravene, der cellen omfatter:

(a) en erstatning i den endogene variable regionlokusen til den lette k-
kjeden av det murine immunglobulinet av alle gensegmenter for den
endogene variable regionen til den lette k-kjeden av det murine
immunglobulinet med et enkelt humant V«k1-39/Jk-gensegment eller et
enkelt humant V«3-20/Jk-gensegment, der det humane gensegmentet er
operativt koblet til et endogent murint konstant k-gen og der cellen mangler
en variabel regionlokus for den lette k-kjeden av det endogene murine
immunglobulinet som er i stand til & omgruppere og danne et gen som

koder for en variabel murin k-region; og,

(b) en erstatning av den endogene murine genlokusen for den variable
regionen av den tunge kjeden med flere humane gensegmenter for den
variable regionen av den tunge kjeden, der gensegmentene for den
humane variable regionen av den tunge kjeden er operativt koblet til et
endogent murint gen for den konstante tunge kjeden, og de humane
gensegmentene for den variable regionen av den tunge kjeden er i stand til
a omgruppere og danne et omgruppert humant/murint kimaert

tungkjedegen.

6. Ikke-terapeutisk fremgangsmate for fremstilling av et antistoff som binder et
antigen av interesse, som er omfattende & immunisere en mus ifglge hvilket som
helst av kravene 1 til 4 med et antigen av interesse, a oppna en gensekvens for
den variable regionen av immunglobulin fra musen og benytte gensekvensen for
den variable regionen av immunglobulinet til & fremstille et antistoff som binder

antigenet.

7. Fremgangsmaten ifglge krav 6, videre omfattende:

- a uttrykke i en enkelt celle: (a) en farste gensekvens (Vw) for den variable

regionen av den tunge kjeden til musen ifglge hvilket som helst av kravene
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1 til 4 som er blitt immunisert, hvor Vi -gensekvensen er fusjonert med en
gensekvens for den konstante regionen av en human tung kjede (Ch); og
(b) en gensekvens for den variable regionen av den lette kjeden (VL) il
musen ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 4 som er blitt immunisert,
hvor VL -gensekvensen er fusjonert med en gensekvens for den konstante

regionen av en human lett kjede (CL);

- a opprettholde cellen under forhold som er tilstrekkelige til & uttrykke et

helt humant antistoff; og
- a isolere antistoffet.

8. Fremgangsmaten ifglge krav 7, hvor cellen omfatter en andre V+ -gensekvens
av en mus ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 4 som er blitt immunisert, hvor
VH -gensekvensen er fusjonert med en human Cx -gensekvens, hvor den farste Vu
-gensekvensen koder for et V1 -domene som gjenkjenner en fgrste epitop, og den
andre VH -gensekvensen koder for et Vi -domene som gjenkjenner en andre

epitop, hvor den fgrste epitopen og den andre epitopen ikke er identiske.

9. Ikke-terapeutisk fremgangsmate for fremstilling av et humant bispesifikt
antistoff, der fremgangsmaten omfatter a immunisere en mus ifglge hvilket som
helst av kravene 1 til 4, og a fremstille det bispesifikke antistoffet ved hjelp av

gensekvenser for det humane variable omradet i B-celler fra musen.

10. Fremgangsmaten ifglge krav 9, der fremgangsmaten omfatter:

(a) & identifisere en klonalt valgt lymfocytt fra musen ifelge hvilket som helst
av kravene 1 til 4, der musen som er blitt immunisert og har fatt utvikle en
immunrespons mot et antigen av interesse, der lymfocytten uttrykker et

antistoff som spesifikt binder antigenet av interesse;

(b) & oppna en nukleotidsekvens fra lymfocytten eller antistoffet som koder
for den variable regionen av den humane tunge kjeden til antistoffet som

spesifikt binder antigenet av interesse; og
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(c) & benytte nukleotidsekvensen i (b) til & fremstille et bispesifikt antistoff.

11. Fremgangsmaten ifalge krav 10, der trinnene (a) til (c) utfgres en farste gang
for et fgrste antigen av interesse for a generere en fgrste sekvens for den variable
regionen av en human tung kjede, og trinnene (a) til (c) utferes en andre gang for
et andre antigen av interesse for & generere en andre sekvens for den variable
regionen av en human tung kjede, og der den fgrste sekvensen for den variable
regionen av en human tung kjede uttrykkes fusjonert med en fgrste konstant
region av en human tung kjede for a danne en fgrste human tung kjede, den andre
sekvensen for den variable regionen av en human tung kjede uttrykkes fusjonert
med en andre konstant region av en human tung kjede for a danne en andre
human tung kjede, der den farste og den andre humane tunge kjeden uttrykkes i
naervaer av en enkel human lett kjede uttrykt fra et Vk1-39- eller et V«3-20-

gensegment.

12. Fremgangsmaten ifglge krav 10, der fremgangsmaten omfatter:

(a) & klone sekvensene for de variable regionene av humane tunge kjeder

fra B-celler fra:

- musen ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 4 som er blitt immunisert

med et fgrste antigen av interesse; og

- den samme musen eller en annen mus som genetisk er den samme, som

er blitt immunisert med et andre antigen av interesse;

(b) & uttrykke sekvensene for den variable regionen av den humane tunge
kjeden i (a) med den konstante regionen av den samme tunge kjeden og

den samme lette kjeden, i en celle, for & fremstille et bispesifikt antistoff.

13. Fremgangsmaten ifglge krav 11 eller krav 12, der den ferste humane tunge
kjeden omfatter en modifikasjon som eliminerer eller i vesentlig grad reduserer

affiniteten til den fgrste humane tunge kjeden for protein A, og den andre humane



NO/EP2501817

2501817

6
tunge kjeden beholder evnen til a binde protein A, der modifikasjonen som
eliminerer eller i vesentlig grad reduserer affiniteten til den farste humane tunge
kjeden for protein A velges blant en 95R (EU-435R), en 96F (EU-436F), og en
kombinasjon av disse.

14. Anvendelse av en mus ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 4 til & velge et
variabelt domene eller gensegment for den tunge kjeden av humant

immunglobulin.
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