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PATENTKRAV 

 

1. In-vitro-fremgangsmåte for å generere et bispesifikt antistoff,  

der nevnte fremgangsmåte omfatter de følgende trinnene: 

a) tilveiebringe et første homodimert, monospesifikt antistoff som omfatter 5 

en immunoglobulin-Fc-region, der nevnte Fc-region omfatter en første 

CH3-region, der nevnte første monospesifikke antistoff omfatter en Phe i 

posisjon 405 og en Arg i posisjon 409 i overensstemmelse med EU-

nummereringen og en Cys-Pro-Pro-Cys-sekvens i kjernehengsleregionen, 

b) tilveiebringe et andre homodimert, monospesifikt antistoff som omfatter 10 

en immunoglobulin-Fc-region, der nevnte Fc-region omfatter en andre 

CH3-region, der nevnte andre monospesifikke antistoff omfatter en Leu i 

posisjon 405 og en Lys i posisjon 409 i overensstemmelse med EU-

nummereringen og en Cys-Pro-Pro-Cys-sekvens i kjernehengsleregionen, 

c) inkubere nevnte første monospesifikke antistoff sammen med nevnte 15 

andre monospesifikke antistoff ved reduserende betingelser som er 

tilstrekkelig til å tillate at cysteinene i Cys-Pro-pro-Cys-sekvensene i 

kjernehengsleregionene gjennomgår disulfidbinding-isomerisering, og 

d) oppnå nevnte bispesifikke antistoff, 

der sekvensene i nevnte første og andre CH3-regioner er forskjellige og er slik at 20 

den heterodimere interaksjonen mellom nevnte første og andre CH3-regioner er 

sterkere enn hver av de homodimere interaksjonene til nevnte første og andre CH3-

regioner, og der nevnte første monospesifikke antistoff binder til en første epitop og 

nevnte andre monospesifikke antistoffer binder til en andre epitop, der nevnte første 

og andre epitop er forskjellige. 25 

 

2. In-vitro-fremgangsmåte ifølge krav 1,  

der Fc-regionen i det første monospesifikke antistoffet er av en isotype som er valgt 

fra gruppen som består av IgG1, IgG2, IgG3 og IgG4, og der Fc-regionen i det 
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andre monospesifikke antistoffet er av en isotype som er valgt fra gruppen som 

består av IgG1, IgG2, IgG3 og IgG4. 

 

3. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 

der Fc-regionene i både nevnte første og andre monospesifikke antistoffer er av 5 

IgG1-isotypen. 

 

4. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 

der den heterodimere interaksjonen i det resulterende bispesifikke antistoffet er 

a) slik at ingen Fab-armutveksling kan forekomme ved 0,5 mM glutation 10 

ved betingelsene som er beskrevet i eksempel 13, og/eller 

b) slik at ingen Fab-armutveksling forekommer in vivo i mus ved 

betingelsene som er beskrevet i eksempel 14, og/eller 

c) mer enn to ganger sterkere, slik som mer enn tre ganger sterkere, f.eks. 

mer enn fem ganger sterkere enn den sterkeste av de to homodimere 15 

interaksjonene, f.eks. når dette bestemmes som beskrevet i eksempel 30. 

 

5. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 

der sekvensene i nevnte første og andre CH3-regioner er slik at 

a) dissosiasjonskonstanten til heterodimerene til det resulterende 20 

bispesifikke antistoffet er under 0,05 mikromolar når den undersøkes som 

beskrevet i eksempel 30, og/eller 

b) dissosiasjonskonstantene til begge homodimerer for det første og andre 

monospesifikke antistoffet er over 0,01 mikromolar, slik som over 0,05 

mikromolar, fortrinnsvis mellom 0,01 og 10 mikromolar, slik som 25 

mellom 0,05 og 10 mikromolar, mer foretrukket mellom 0,01 og 5, slik 

som mellom 0,05 og 5 mikromolar, enda mer foretrukket mellom 0,01 og 

1 mikromolar, slik som mellom 0,05 og 1 mikromolar, mellom 0,01 og 
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0,5 eller mellom 0,01 og 0,1 mikromolar når de undersøkes som 

beskrevet i eksempel 21. 

 

6. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 

der nevnte første homodimere monospesifikke antistoff ikke har mer enn én 5 

aminosyresubstitusjon i CH3-regionen, og det andre homodimere monospesifikke 

antistoffet har ikke mer enn én aminosyresubstitusjon i CH3-regionen relativt 

villtype-CH3-regionene. 

 

7. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 10 

der nevnte første og andre CH3-regioner, bortsett fra de spesifiserte mutasjonene, 

omfatter sekvensen ifølge SEQ ID nr. 1. 

 

8. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 

der nevnte første og andre homodimere monospesifikke antistoffer, bortsett fra 15 

spesifiserte mutasjoner, er humane eller humaniserte antistoffer. 

 

9. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 

der nevnte første og andre homodimere monospesifikke antistoffer videre omfatter 

en lettkjede. 20 

 

10. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 

der nevnte første og/eller nevnte andre homodimere monospesifikke antistoff 

omfatter en mutasjon som fjerner akseptorsetet for Asn-koblet glykosylering. 

 25 

11. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 

der nevnte første og andre homodimere monospesifikke antistoffer som blir 

tilveiebrakt i trinn a) og b) blir renset. 
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12. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 

der nevnte første og/eller nevnte andre homodimere monospesifikke antistoff er 

konjugert til et legemiddel, et prolegemiddel eller et toksin eller inneholder en 

akseptorgruppe for det samme. 5 

 

13. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 

der nevnte første og/eller nevnte andre epitop er lokalisert på en tumorcelle,  

der nevnte første eller nevnte andre epitop er lokalisert på en tumorcelle og den 

andre epitopen er lokalisert på en effektorcelle, 10 

der nevnte første eller nevnte andre epitop er lokalisert på en T-celle, slik som en 

CD3 uttrykt på en T-celle,  

der det første antistoffet og det andre antistoffet binder til ulike epitoper på den 

samme tumorcellen, eller 

der det første antistoffet binder til en epitop på en tumorcelle, og det andre 15 

antistoffet er et irrelevant eller inaktivt antistoff uten noen relevant in vivo-

bindingsaktivitet for den tiltenkte applikasjonen. 

 

14. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 

der de reduserende betingelsene i trinn c) omfatter tilsetningen av et 20 

reduksjonsmiddel, f.eks. et reduksjonsmiddel som er valgt fra gruppen som består 

av: 2-merkaptoetylamin, ditiotreitol og tris(2-karboksyetyl)fosfin eller kjemiske 

derivater derav, ditioerytritol, glutation, L-cystein og beta-merkaptoetanol. 

 

15. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 25 

der trinn c) blir utført ved reduserende betingelser med et redokspotensial mellom -

150 og -600 mV, slik som mellom -250 og -400 mV. 

 

16. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 
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der trinn c) omfatter inkubasjon i minst 90 minutter ved en temperatur på minst 20 

⁰C i nærværet av minst 25 mM 2-merkaptoetylamin eller i nærværet av minst 0,5 

mM ditiotreitol. 

 

17. In-vitro-fremgangsmåte ifølge ethvert av de foregående krav, 5 

der trinn d) omfatter fjerning av et reduksjonsmiddel, for eksempel ved avsalting. 

 

18. Fremgangsmåte for seleksjonen av et bispesifikt antistoff som har en ønsket 

egenskap,  

der nevnte fremgangsmåte omfatter trinnene med å: 10 

a) tilveiebringe et første sett med homodimere antistoffer som omfatter 

antistoffer med ulike variabelregioner og en Cys-Pro-Pro-Cys-sekvens i 

kjernehengsleregionen, der nevnte antistoffer i nevnte første sett omfatter 

identiske første CH3-regioner, der nevnte CH3-regioner omfatter en Phe i 

posisjon 405 og en Arg i posisjon 409 i overensstemmelse med EU-15 

nummereringen, 

b) tilveiebringe et andre sett med homodimere antistoffer som omfatter 

antistoffer med ulike variabelregioner eller identiske variabelregioner og 

en Cys-Pro-Pro-Cys-sekvens i kjernehengsleregionen, der nevnte 

antistoffer i nevnte andre sett omfatter identiske andre CH3-regioner, der 20 

nevnte CH3-regioner omfatter en Leu i posisjon 405 og en Lys i posisjon 

409 i overensstemmelse med EU-nummereringen, 

c) inkubere kombinasjoner av antistoffer i nevnte første sett og i nevnte 

andre sett ved reduserende betingelser som er tilstrekkelig til å tillate at 

cysteinene i hengsleregionene gjennomgår disulfidbinding-isomerisering, 25 

for slik å generere et sett med bispesifikke antistoffer, 

d) eventuelt gjenopprette betingelsene til ikke-reduserende, 

e) undersøke det resulterende settet med bispesifikke antistoffer for en gitt 

ønsket egenskap, og 

f) velge et bispesifikt antistoff som har den ønskede egenskapen;  30 
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der sekvensene av nevnte første og andre CH3-regioner er forskjellige og er 

slik at den heterodimere interaksjonen mellom nevnte første og andre CH3-

regioner er sterkere enn hver av de homodimere interaksjonene av nevnte 

første og andre CH3-regioner, og der nevnte første og andre homodimere 

antistoffer binder forskjellige epitoper. 5 

 

19. Fremgangsmåte for fremstilling av et bispesifikt antistoff,  

der nevnte fremgangsmåte omfatter de følgende trinn: 

a) tilveiebringe en første nukleinsyrekonstruksjon som koder for et første 

polypeptid som omfatter en første fullengde-tungkjede for et antistoff 10 

som omfatter en første CH3-region som omfatter en Phe i posisjon 405 

on en Arg i posisjon 409 i overensstemmelse med EU-nummereringen og 

som videre omfatter en Cys-Pro-Pro-Cys-seksvens i 

kjernehengsleregionen, 

b) tilveiebringe en andre nukleinsyrekonstruksjon som koder for et andre 15 

polypeptid som omfatter en andre fullengde-tungkjede for et antistoff 

som omfatter en andre CH3-region som omfatter en Leu i posisjon 405 

og en Lys i posisjon 409 i overensstemmelse med EU-nummerering, og 

som videre omfatter en Cys-Pro-Pro-Cys-sekvens i 

kjernehengsleregionen, 20 

c) sam-uttrykke nevnte første og andre nukleinsyrekonstruksjoner i en 

vertscelle, og 

d) oppnå nevnte bispesifikke antistoff fra cellekulturen, 

der sekvensene til nevnte første og andre CH3-region er forskjellige og er slik at 

den heterodimere interaksjonen mellom nevnte første og andre CH3-region er 25 

sterkere enn hver av de heterodimere interaksjonene til nevnte første og andre CH3-

region, og der nevnte første fullengde-tungkjede binder en første epitop og nevnte 

andre fullengde-tungkjede binder en andre epitop, der nevnte første og andre epitop 

er forskjellige. 

 30 

20. Fremgangsmåte ifølge krav 19,  
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videre omfattende trekkene i ethvert av kravene 2 til 13. 

 

21. Ekspresjonsvektor,  

som omfatter nukleinsyrekonstruksjonene som er spesifisert i ethvert av kravene 19 

til 20. 5 

 

22. Vertscelle,  

som omfatter nukleinsyrekonstruksjonene som er spesifisert i ethvert av kravene 19 

til 20. 

 10 

23. Bispesifikt antistoff, som er oppnådd ved eller som kan bli oppnådd ved 

fremgangsmåten ifølge ethvert av kravene 1 til 17, 19 eller 20. 

 

24. Bispesifikt antistoff,  

som omfatter et første polypeptid som omfatter en første fullengde-antistoff-15 

tungkjede som omfatter en første Fc-region som omfatter en første CH3-region, og 

et andre polypeptid som omfatter en andre Fc-region som omfatter en andre 

fullengde-antistoff-tungkjede som omfatter en andre CH3-region, 

der nevnte første tungkjede binder en første epitop og nevnte andre tungkjede 

binder en andre epitop, der nevnte første og andre epitoper er forskjellige, og der 20 

sekvensene til nevnte første og andre CH3-regioner er forskjellige og er slik at den 

heterodimere interaksjonen mellom nevnte første og andre CH3-regioner er sterkere 

enn hver av de heterodimere interaksjonene til nevnte første og andre CH3-region, 

og 

a) der nevnte første CH3-region omfatter en Phe i posisjon 405 og en Arg i 25 

posisjon 409 i overensstemmelse med EU-nummereringen, og en Cys-

Pro-Pro-Cys-sekvens i kjernehengsleregionen, og 
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b) der nevnte CH3-region omfatter en Leu i posisjon 405 og en Lys i 

posisjon 409 i overensstemmelse med EU-nummereringen, og en Cys-

Pro-Pro-Cys-sekvens i kjernehengsleregionen. 

 

25. Bispesifikt antistoff ifølge krav 23 eller krav 24,  5 

der den første Fc-regionen er av en isotype som er valgt fra gruppen som består av 

IgG1, IgG2, IgG3 og IgG4 og der den andre Fc-regionen er av en isotype som er 

valgt fra gruppen som består av IgG1, IgG2, IgG3 og IgG4. 

 

26. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 25, 10 

der begge av nevnte første og andre Fc-region er av IgG1-isotypen. 

 

27. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 26, 

der nevnte første CH3-region ikke har mer enn én aminosyresubstitusjon, og den 

andre CH3-regionen har ikke mer enn én aminosyresubstitusjon relativt i forhold til 15 

villtype-CH3-regionene. 

 

28. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 27, 

der nevne første og andre CH3-regioner, med unntak av de spesifiserte mutasjonene, 

omfatter sekvensen ifølge SEQ ID nr. 1. 20 

 

29. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 28, 

der nevnte første og andre fullengde-tungkjeder, med unntak av spesifiserte 

mutasjoner, er fra et humant eller humanisert antistoff. 

 25 

30. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 29, 

videre omfattende to fullengde-lettkjeder. 
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31. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 30, 

der nevnte første og/eller andre polypeptid omfatter en mutasjon som fjerner 

akseptorsetet for Asn-koblet glykosylering. 

 

32. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 31, 5 

der nevnte første og/eller andre polypeptid er konjugert til et legemiddel, et 

prolegemiddel eller et toksin eller inneholder en akseptorgruppe for det samme. 

 

33. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 32, 

der nevnte første og/eller andre epitop er lokalisert på en tumorcelle, der nevnte 10 

første eller andre epitop er lokalisert på en tumorcelle og den andre epitopen er 

lokalisert på en effektorcelle, 

der nevnte første og andre epitop er lokalisert på en T-celle, slik som på CD3 

uttrykt på en T-celle, 

der den første tungkjeden og den andre tungkjeden binder til ulike epitoper på den 15 

samme tumorcellen, eller 

der den første tungkjeden binder en epitop på en tumorcelle, og den andre 

tungkjeden er fra et irrelevant eller inaktivt antistoff uten noen relevant in vivo-

bindingsaktivitet for den tiltenkte applikasjonen. 

 20 

34. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 33, 

der nevnte første og andre epitop er lokalisert på en tumorcelle og der det 

bispesifikke antistoffet har bindingsspesifisitet for et mål som er valgt fra gruppen 

som består av: erbB1 (EGFR), erbB2 (HER2), erbB3, erbB4, MUC-1, CD19, CD20, 

CD4, CD38, CD138, CXCR5, c-Met, HERV-kappeprotein, periostin, Bigh3, 25 

SPARC, BCR, CD79, CD37, EGFevIII, L1-CAM, AXL, vevsfaktor (TF), CD74, 

EpCAM og MRP3. 

 

35. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 33, 
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der nevnte første og andre epitop er lokalisert på en tumorcelle og der nevnte 

bispesifikke antistoff har bindingsspesifisitet for en målkombinasjon som er valgt 

fra gruppen som består av: erbB1 + erbB2, erbB2 + erbB3, erbB1 + erbB3, CD19 + 

CD20, CD38 + CD34, CD4 + CXCR5, CD38 + RANKL, CD38 + CXCR4, CD20 + 

CXCR4, CD20 + CCR7, CD20 + CXCR5, CD20 + RANKL, erbB2 + AXL, erbB1 + 5 

cMet, erbB2 + c-Met, erbB2 + EpCAM, c-Met + AXL, c-Met + TF, CD38 + CD20, 

CD38 + CD138. 

 

36. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 33, 

der nevnte første eller andre epitop er lokalisert på en tumorcelle og den andre 10 

epitopen er lokalisert på en effektorcelle, der det bispesifikke antistoffet har 

bindingsspesifisitet for et mål som er valgt fra gruppen som består av: FcgammaRI 

(CD64), FcgammaRIII (CD16), CD3, CD89, CD32a, FCεRI. 

 

37. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 33, 15 

som har bindingsspesifisitet for en målkombinasjon som er valgt fra: CD3 + HER2, 

CD3 + CD20, IL-12 + IL-18, IL-1a + IL-1b, VEGF + EGFR, EpCAM + CD3, GD2 

+ CD3, GD3 + CD3, HER2 + CD64, EGFR + CD64, CD30 + CD16, NG2 + CD28, 

HER2 + HER3, CD20 + CD28, HER2 + CD16, Bcl2 + CD3, CD19 + CD3, CEA + 

CD3, EGFR + CD3, IgE + CD3, EphA2 + CD3, CD33 + CD3, MCSP + CD3, 20 

PSMA + CD3, TF + CD3, CD19 + CD16, CD19 + CD16a, CD30 + CD16a, CEA + 

HSG, CD20 + HSG, MUC1 + HSG, CD20 + CD22, HLA-DR + CD79, PDGFR + 

VEGF, IL17a + IL23, CD32b + CD25, CD20 + CD38, HER2 + AXL, CD89 + HLA 

klasse II, CD38 + CD138, TF + cMet, Her2 + EpCAM, HER2 + HER2, EGFR + 

EGFR, EGFR + c-Met, c-Met + ikke-bindende arm og kombinasjoner av G-25 

proteinkoblede reseptorer. 

 

38. Bispesifikt antistoff ifølge ethvert av kravene 23 til 37 for anvendelse som et 

medikament. 

 30 
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39. Farmasøytisk sammensetning som omfatter et bispesifikt antistoff ifølge 

ethvert av kravene 23 til 37 og en farmasøytisk akseptabel bærer. 

 

 

 5 
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