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PATENTKRAV

1. Mus som omfatter i sitt kimbanegenom:

to humane immunoglobulin-Vk-gensegmenter og fem humane immunoglobulin-Jk-
gensegmenter som er operativt forbundet til en mus- eller
rotteimmunoglobulinlettkjedet konstant regionsekvens, hvori de to humane
immunoglobulin-Vk-gensegmentene er et humant Vk1-39 og et humant Vk3-20, og
de fem humane immunoglobulin-Jk-gensegmentene er humant Jk1, humant Jk2,

humant Jk3, humant Jk4 og humant Jk5; og

ett eller flere humane immunoglobulin-Vu-gensegmenter, ett eller flere humane
immunoglobulin-Dx-gensegmenter og ett eller flere humane immunoglobulin-Ju-
gensegmenter operativt forbundet til en mus- eller rotteimmunoglobulinkonstant

regionsekvens;

hvori de humane immunoglobulingensegmentene er i stand til & omarrangere og
kode for humane immunoglobulinvariable domener av et antistoff, og videre hvori
musen ikke omfatter et endogent immunoglobulin-V.-gensegment som er i stand til

a omarrangere for & danne en immunoglobulinlettkjedet variabel regionsekvens.
2. Musen ifglge krav 1, hvori

(a) de to humane Vk-gensegmentene og de fem humane Jk-gensegmentene er
operativt forbundet til en mus- eller rotteimmunoglobulinlettkjedet konstant

regionsekvens som er (i) en Ck-rotteregion eller (ii) en Ck-musregion; og/eller

(b) de to humane Vk-gensegmentene og de fem humane Jk-gensegmentene er til

stede i et endogent immunoglobulinlettkjedelokus; og/eller

(c) det ene eller flere humane Vu-gensegmentene, ene eller flere humane Du-
gensegmentene og ene eller flere humane Ju-gensegmentene er operativt

forbundet til en konstant museregionsekvens; og/eller

(d) de to humane Vk-gensegmentene og de fem humane Jk-gensegmentene er
operativt forbundet til en mus- eller rotteimmunoglobulinlettkjedet konstant
regionsekvens og er til stede pa et lokus som omfatter i rekkefglge: det humane
Vk1-39-gensegmentet, det humane Vk3-20-gensegmentet, et humant Jk1, et

humant Jk2, et humant Jk3, et humant Jk4 og et humant Jk5; og/eller
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(e) musen omfatter et lettkjedelokus som omfatter i rekkefglge: det humane Vk1-
39-gensegmentet, det humane Vk3-20-gensegmentet, et humant Jk1, et humant
Jk2, et humant Jk3, et humant Jk4 og et humant Jk5, og hvori lettkjedelokuset
omfatter en hVk/hJk/mCk-skjgtsekvens valgt fra SEQ ID NO: 38-49; og/eller

(f) musen er blitt immunisert.

3. Musen ifglge krav 1 eller 2, hvori musen omfatter et funksjonelt eller ikke-

funksjonelt A-lettkjedelokus.

4. Isolert celle av musen ifglge et hvilket som helst av de foregaende kravene,

hvori:

(a) cellen er en embryonisk stamcelle (ES-celle); eller

(b) cellen er en B-celle.

5. Museembryo som omfatter ES-cellen ifglge krav 4(a).

6. Hybridom laget med B-cellen ifglge krav 4(b).

7. Anvendelse av en mus ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3 for:
(a) a generere et antistoff; og/eller

(b) & identifisere en nukleinsyresekvens som koder for et humant

immunoglobulintungkjedet variabelt domene; og/eller
(c) a lage et humant bispesifikt antistoff; og/eller
(d) & velge et humant immunoglobulintungkjedet variabelt regiongensegment.

8. Fremgangsmate for fremstilling av et antistoff som binder et antigen av
interesse som omfatter immunisering av en mus ifglge et hvilket som helst av
kravene 1 til 3 med et antigen av interesse, a oppna en variabel
immunoglobulinregionsekvens fra musen og benytte den variable
immunoglobulinregionsekvensen for a fremstille et antistoff som binder antigenet,

fortrinnsvis hvori fremgangsmaten videre omfatter:
& uttrykke i en enkeltcelle:

(a) en farste human immunoglobulintungkjedet variabel regionsekvens av musen

ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3, som er blitt immunisert, hvori den
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humane immunoglobulintungkjedevariable regionsekvensen fusjoneres med en

human Cx-gensekvens; og

(b) en human immunoglobulinlettkjedet variabel regionsekvens, hvori den humane
immunoglobulinlettekjedevariable regionsekvensen fusjoneres med en human

immunoglobulinlettekjedet konstant regionsekvens;

a opprettholde cellen under forhold som er tilstrekkelige til a uttrykke et fullt

humant antistoff; og
a isolere antistoffet fra cellen.

9. Fremgangsmaten ifalge krav 8, hvori cellen omfatter en andre human
immunoglobulintungkjedet variabel regionsekvens av en mus ifglge et hvilket som
helst av kravene 1 til 3 som er blitt immunisert, hvori den andre humane
immunoglobulintungkjedevariable regionsekvensen fusjoneres med en human
immunoglobulintungkjedekonstant regionsekvens, hvori den fgrste humane
immunoglobulintungkjedevariable regionsekvensen koder for et fgrste humant
immunglobulintungkjedet variabelt domene som gjenkjenner en fgrste epitop, og
den andre humane immunoglobulintungkjedevariable regionsekvensen koder for
et andre humant immunoglobulintungkjedet variabelt domene som gjenkjenner en
andre epitop, hvori den fgrste epitopen og den andre epitopen ikke er identiske, og
hvori de fgrste og de andre humane immunglobulintungkjedevariable domenene
interagerer med det humane immunoglobulinlettkjedevariable domenet kodet av

den humane immunoglobulinlettkjedevariable regionsekvensen.

10. Fremgangsmate for fremstilling av et humant bispesifikt antistoff, hvori
fremgangsmaten omfatter immunisering av en mus ifglge et hvilket som helst av
kravene 1 til 3 og fremstilling av det bispesifikke antistoffet ved anvendelse av
humane immunoglobulinvariable regionsekvenser av B-celler fra musen,

fortrinnsvis hvori fremgangsmaten videre omfatter:

(a) & identifisere en klonalt valgt lymfocytt av musen ifglge et hvilket som helst av
kravene 1 til 3, hvori musen er blitt immunisert og tillatt & utvikle en immunrespons
til et antigen av interesse, hvori lymfocytten uttrykker et antistoff som spesifikt

binder antigenet av interesse;
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(b) & oppna fra lymfocytten eller antistoffet en nukleotidsekvens som koder for et
humant immunglobulintungkjedet variabelt domene som spesifikt binder antigenet

av interesse; og

(c) & benytte nukleotidsekvensen ifglge (b) ved fremstilling av et bispesifikt
antistoft.

11. Fremgangsmaten ifaglge krav 10, hvori trinnene (a) til (c) utfgres en farste gang
for et farste antigen av interesse for & generere en fgrste human
immunoglobulintungkjedet variabel regionsekvens, og trinnene (a) til (c) utfgres en
andre gang for et andre antigen av interesse for & generere en andre human
immunoglobulintungkjedet variabel regionsekvens, og hvori den fgrste humane
immunoglobulintungkjedevariable regionsekvensen uttrykkes med en farste
human immunoglobulintungkjedet konstant regionsekvens for & danne en farste
human immunoglobulintungkjede, den andre humane
immunoglobulintungkjedevariable regionsekvensen uttrykkes med en andre
human immunoglobulintungkjedet konstant regionsekvens for & danne en andre
human immunglobulintungkjede, hvori de fgrste og de andre humane
immunoglobulinkjedene uttrykkes i naerveer av en enkelt human
immunglobulinlettkjede som omfatter en human V.-region avledet fra en
omarrangert human lettkjedesekvens som omfatter et humant Vk1-39-gensegment

eller et humant Vk3-20-gensegment.
12. Fremgangsmaten ifglge krav 11, hvori fremgangsmaten omfatter:

(a) & klone humane immunoglobulintungkjedevariable regionsekvenser fra B-celler

fra:

(i) musen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3 som er blitt immunisert med

et fgrste immunogen; og

(i) den samme musen, eller en annen mus som er genetisk den samme, som er

blitt immunisert med et andre immunogen;

(b) & uttrykke i en celle den humane immunoglobulintungkjedevariable
regionsekvensen av (a) med en human immunoglobulintungkjedet konstant
regionsekvens og den samme immunoglobulinlettkjeden for a lage et bispesifikt

antistoff, fortrinnsvis hvori den fgrste humane immunoglobulintungkjeden omfatter
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en modifikasjon som eliminerer eller vesentlig reduserer affiniteten til den fgrste
humane immunoglobulintungkjeden til protein A, og den andre humane
immunoglobulintungkjeden beholder evnen til & binde protein A, hvori
modifikasjonen som eliminerer eller vesentlig reduserer affiniteten til den fgrste
humane immunoglobulintungkjeden til protein A er valgt fra: 95R (EU 435R), 96F
(EU 436F) og en kombinasjon derav.

13. Fremgangsmate for a fremstille et antistoff som omfatter immunisering av en
mus ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3 med et antigen og oppna en
human immunoglobulintungkjedet variabeldomeneaminosyresekvens eller kode
for nukleotidsekvens, fra et resulterende antistoff fremstilt av musen mot antigenet
0g benytte den humane immunoglobulintungkjedevariable
domeneaminosyresekvensen eller den kodede nukleinsyresekvensen ved

fremstilling av et antistoff, fortrinnsvis hvori fremgangsmaten videre omfatter:

(a) & identifisere den humane immunoglobulintungkjedevariable
domeneaminosyresekvensen eller den kodede nukleotidsekvensen, fra to
forskjellige antistoffer mot forskjellige epitoper av antigenet som musen er blitt

immunisert med; eller

(b) & immunisere den samme musen, eller en ytterligere mus ifglge et hvilket som
helst av kravene 1 til 3, med et annet antigen, deretter identifisere en human
immunoglobulintungkjedet variabeldomeneaminosyresekvens eller den kodede
nukleotidsekvensen, fra et antistoff fremstilt av musen som er spesifikk for det

forskjellige antigenet,

hvori fremgangsmaten videre omfatter & anvende de to forskjellige humane
immunoglobulintungkjedevariable domeneaminosyresekvensene eller kode for

nukleotidsekvensene, for & generere et bispesifikt antistoff.
14. Fremgangsmaten ifglge krav 13, hvori fremgangsmaten videre omfatter

(a) & identifisere den humane immunoglobulinlettkjedevariable
domeneaminosyresekvensen eller den kodede nukleotidsekvensen, fra antistoffet

eller to antistoffer; og/eller

(b) & benytte den humane immunoglobulinlettkjedevariable

domeneaminosyresekvensen og/eller de humane
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immunoglobulintungkjedevariable domeneaminosyresekvensene identifisert i

antistoffet fremstilt av fremgangsmaten for & generere et bispesifikt antistoff.
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