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PATENTKRAV

1. Gnager hvis genom bestar av:

(a) den humane IgH VDJ-regionen satt inn oppstrems for den konstante
regionen hos vertsgnageren; og

(b) en eller flere humane Ig-lettkjede kappa V-regioner og en eller flere
humane Ig lettkjede kappa J-regioner oppstrgms for kappa-regionen
hos vertsgnageren;

hvor gnageren er i stand til & produsere et repertoar av kimaere
antistoffer som har en gnagerkonstant region og en humanvariabel
region;

hvor genomet omfatter V, D (kun tungkjede) og J gener ved
tungkjedelokuset og ett lettkjedelokus, men ikke ved begge
lettkjedelokalitetene, og gnagergenomet er homozygot pa begge
immunglobulinlokalitetene;

hvor innsettingen av det humane DNA er gjort mellom
gnagerkonstantomradet og det siste, 3', gnager J-omradet

hvor genomet er oppnaelig ved

i. innsetting av DNA som danner en initieringskassett i genomet til en
celle;

ii. innsetting av et fgrste DNA-fragment i innsettingsstedet, det fgrste
DNA-fragmentet omfatter en fgrste del av et humant VDJ DNA-omrade
og en fgrste vektordel som inneholder en fgrste valgbar markgr eller
genererer en valgbar markgr ved innsetting;

iii. fjerning av en del av vektor-DNA;

iv. innsetting av et andre DNA-fragment i vektordelen av det fgrste
DNA-fragmentet, det andre DNA-fragmentet inneholder en andre del av
humant VD]-DNA og en andre vektordel, den andre vektordelen
inneholder en andre valgbar markgar, eller generering av en andre
valgbar markgr ved innsetting

v. fjerning av hvilket som helst vektor-DNA for a la det fgrste og andre

humane DNA-fragmentene danne en sammenhengende sekvens; og
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vi. iterasjon av trinnene for innsetting av en del av det humane VDJ-
DNA og fjerning av vektor-DNA, etter behov, for & produsere en celle
med hele den humane VDJ-regionen,

hvor en eller flere innfgringshendelser benytter stedsspesifikk

rekombinasjon.

2. Gnager hvis genom bestar av:

(a) et antall humane IgH V-regioner, en eller flere humane D-regioner
og en eller flere humane J-regioner satt inn oppstrgms for den
konstante regionen hos vertsgnageren; og

(b) den humane Ig lettkjeden kappa V]-regionen oppstrgms for kappa-
regionen hos vertsgnageren;

hvor gnageren er i stand til @ produsere et repertoar av kimaere
antistoffer som har en gnagerkonstant region og en human variabel
region;

hvor genomet omfatter V, D (kun tungkjede) og ] gener ved
tungkjedelokuset og ett lettkjedelokus, men ikke ved begge
lettkjedelokalitetene, og gnagergenomet er homozygot pa begge
immunglobulinlokalitetene;

hvor innsettingen av det humane DNA er gjort mellom
gnagerkonstantomradet og det siste, 3', gnager J-omradet

hvor genomet er oppnaelig ved

i. innsetting av DNA som danner en initieringskassett i genomet til en
celle;

ii. innsetting av et fgrste DNA-fragment i innsettingsstedet, det fgrste
DNA-fragmentet omfatter en fgrste del av et humant VJ DNA-omrade
og en fgrste vektordel som inneholder en fgrste valgbar markgar eller
genererer en valgbar markgr ved innsetting;

iii. fjerning av en del av vektor-DNA;

iv. innsetting av et andre DNA-fragment i vektordelen av det fgrste

DNA-fragmentet, det andre DNA-fragmentet inneholder en andre del av
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humant V] DNA og en andre vektordel, den andre vektordelen
inneholder en andre valgbar markgr, eller generering av en andre
valgbar markgr ved innsetting

v. fjerning av hvilket som helst vektor-DNA for 3 la det fgrste og andre
humane DNA-fragmentene danne en sammenhengende sekvens; og

vi. iterasjon av trinnene for innsetting av en del av det humane VIJ-DNA
og fijerning av vektor-DNA, etter behov, for @ produsere en celle med
hele den humane kappa VJ-regionen,

hvor en eller flere innfgringshendelser benytter stedsspesifikk

rekombinasjon.

3. Gnagercelle hvis genom bestar av

(a) den humane IgH VDJ-regionen satt inn oppstrgms for den konstante
regionen hos vertsgnageren; og

(b) en eller flere humane Ig-lettkjede kappa V-regioner og en eller flere
humane Ig lettkjede kappa J-regioner oppstrgms for kappa-regionen
hos vertsgnageren;

hvor det innsatte humane DNA er i funksjonelt arrangement med
vertsgnhagerens konstante region for antistoffkjedeproduksjon;

hvor genomet omfatter V, D (kun tungkjede) og J gener ved
tungkjedelokus og ett lettkjedelokus, men ikke ved begge lette
kjedelokaliteter, og cellegenomet er homozygot ved begge
immunglobulinlokalitetene;

og hvor innsettingen av det humane DNA er gjort mellom
gnagerkonstantomradet og den siste, 3', gnager J-regionen

hvor genomet er oppnaelig ved

i. innsetting av DNA som danner en initieringskassett i genomet til en
celle;

ii. innsetting av et fgrste DNA-fragment i innsettingsstedet, det fgrste

DNA-fragmentet omfatter en fgrste del av et humant VDJ DNA-omrade
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og en fgrste vektordel som inneholder en fgrste valgbar markgr eller
genererer en valgbar markgr ved innsetting;

iii. fjerning av en del av vektor-DNA;

iv. innsetting av et andre DNA-fragment i vektordelen av det fgrste
DNA-fragmentet, det andre DNA-fragmentet inneholder en andre del av
humant VD]J-DNA og en andre vektordel, den andre vektordelen
inneholder en andre valgbar markgr, eller generering av en andre
valgbar markgr ved innsetting

v. fjerning av hvilket som helst vektor-DNA for 3 tillate at det fgrste og
andre humane DNA-fragmenter danner en sammenhengende sekvens;
0g

vi. iterasjon av trinnene for innsetting av en del av det humane VDJ-
DNA og fjerning av vektor-DNA, etter behov, for & produsere en celle
med hele den humane VDJ-regionen,

hvor en eller flere innfgringshendelser benytter stedsspesifikk

rekombinasjon.

4. Gnagercelle hvis genom bestar av

(a) et antall humane IgH V-regioner, en eller flere humane D-regioner
og en eller flere humane J-regioner satt inn oppstrgms for den
konstante regionen hos vertsgnageren; og

(b) den humane kappa VJ-regionen oppstrgms den konstante kappa-
regionen hos vertsgnageren;

hvor det innsatte humane DNA er i funksjonelt arrangement med
vertsgnagerens konstante region for antistoffkjedeproduksjon;

hvor genomet omfatter V, D (kun tungkjede) og J-gener ved
tungkjedelokuset og ett lettkjedelokus, men ikke ved begge
lettkjedelokus, og cellegenomet er homozygot pa begge
immunglobulinlokalitetene;

og hvor innsettingen av det humane DNA er gjort mellom
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gnagerkonstantomradet og den siste, 3', gnager J-regionen

hvor genomet er oppnaelig ved

i. innsetting av DNA som danner en initieringskassett i genomet til en
celle

ii. innsetting av et fgrste DNA-fragment i innsettingsstedet, det fgrste
DNA-fragmentet omfatter en fgrste del av et humant V] DNA-omrade
og en fgrste vektordel som inneholder en fgrste valgbar markar eller
genererer en valgbar markgr ved innsetting

iii. fjerning av en del av vektor-DNA;

iv. innsetting av et andre DNA-fragment i vektordelen av det fgrste
DNA-fragmentet, det andre DNA-fragmentet inneholder en andre del av
humant VJ-DNA og en andre vektordel, den andre vektordelen
inneholder en andre valgbar markgr, eller generering av en andre
valgbar markgr ved innsetting

v. fjerning av hvilket som helst vektor-DNA for 3 la det fgrste og andre
humane DNA-fragmentene danne en sammenhengende sekvens; og
vi. iterasjon av trinnene for innsetting av en del av humant V] DNA og
fierning av vektor-DNA, om ngdvendig, for @ produsere en celle med
hele den humane kappa VJ-regionen,

hvor en eller flere innfgringshendelser benytter stedsspesifikk

rekombinasjon.

5. Celle ifglge krav 3 eller 4, eller gnageren ifglge krav 1 eller 2, hvor
celle- eller pattedyrgenomet er modifisert for & forhindre eller redusere

ekspresjon av helt vertsspesifikke antistoffer.

6. Celle ifslge krav 5, hvor modifikasjonen kan oppnas ved innsetting av
ett eller flere stedsspesifikke rekombinaseseter i genomet og deretter
bruk av disse stedene i rekombinasemediert eksisjon av hele eller en

del av gnager-Ig-stedet.
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7. Celle eller gnager ifglge krav 5, hvor gnagergenomet er modifisert
ved inversjon av hele eller deler av gnager-VDJ-regionen eller V]-

regionen.

8. Celle ifglge et hvilket som helst av kravene 3-7, hvor gnagergenomet
som DNA settes inn i omfatter endogene V (D) J-regioner som ikke er
blitt slettet, og hvor cellen er en ES-celle, hematopoietisk stamcelle
eller annen celle @ utvikle seg til en gnager som er i stand til a
produsere et repertoar av antistoffer eller antistoffkjeder som er
kimaere, nevnte kimaere antistoffer eller kjeder som har en

gnagerkonstant region og en human variabel region.

9. Gnager ifglge et hvilket som helst av kravene 1, 2 og 5-7, hvor
gnhagergenomet som DNA settes inn i omfatter endogene V (D) J-
regioner som ikke er blitt slettet; eller

en gnager ifglge krav 1 eller 2, oppnaelig fra en celle ifglge krav 6, hvor
ghagergenomet som DNA settes inn i omfatter endogene V (D) J-

regioner som ikke er blitt slettet.

10. Celle ifglge et hvilket som helst av kravene 3 - 8 som er

udgdeliggjort.

11. Celle ifglge hvilket som helst av kravene 3-8 og 10, hvor cellen er
en ES-celle eller er avledet fra en ES-celle, hvor ES-cellen er avledet fra
mus C57BL/6N, C57BL/6], 129S5 eller 129Sv-stamme, eller gnageren
ifglge et hvilket som helst av kravene 1, 2, 5, 7 eller 9, hvor gnageren
er generert fra en ES-celle, hvor ES-cellen er avledet fra mus
C57BL/6N, C57BL/6], 129S5 eller 129Sv-stamme.

12. Cellelinje som er dyrket fra eller pd@ annen mate avledet fra celler

ifglge et hvilket som helst av kravene 3-8 og 10-11, omfattende
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innsatte humane V-, D- eller J-gener, enten i kimlinjekonfigurasjon eller
etter omorganisering etter in vivo-modning, for & tilveiebringe en

antistoffproduserende cellelinje.

13. Fremgangsmate for & produsere et antistoff eller antistoff tung-
eller lettkjede spesifikt for et gnsket antigen, hvilken fremgangsmate
omfatter immunisering av gnageren ifglge et hvilket som helst av
kravene 1,2, 5, 7 eller 9 med gnsket antigen og gjenvinning av
antistoffet eller antistoffkjeden eller gjenvinne en celle som produserer

antistoffet eller den tunge eller lette kjeden.

14. Fremgangsmate for fremstilling av et fullstendig humanisert
antistoff eller antistoffkjede omfattende immunisering av en gnager
ifglge fremgangsmaten i krav 13 og deretter erstatning av den
ghagerkonstantregionen til et antistoff spesifikt reaktiv med antigenet
med et humant konstant omrade, passende ved konstruksjon av

nukleinsyren som koder for antistoffet.

15. Fremgangsmate for @ produsere et antistoff, hvilken fremgangsmate

omfatter & produsere antistoffet fra cellelinjen ifglge krav 12.

16. Fremgangsmate ifglge krav 14, hvor fremgangsmaten videre
omfatter fremstilling av et farmasgytisk preparat ved & kombinere
antistoffet med en farmasgytisk akseptabel bzerer eller annen

hjelpestoff for @ produsere sammensetningen.

17. Fremgangsmate ifslge krav 13 eller 14, videre omfattende dyrking
eller avledning av en antistoffproduserende celle eller cellelinje fra
cellen som produserer antistoffet, eventuelt hvor antistoffcellen eller

cellelinjen immortaliseres enten ved fusjon til en tumorcelle for a
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tilveiebringe et antistoff. produserer celle og cellelinje, eller ved direkte

celluleer udgdeliggjgring.
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