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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

AR

Mis koji u svojem genomu zametnih stanica sadrZi:
dva humana imunoglobulinska segmenta gena Vx i1 pet humanih imunoglobulinskih segmenata gena Jx
operativno povezanih sa sekvencom konstantne regije lakog lanca miSjeg ili Stakorskog imunoglobulina, pri
¢emu su dva humana imunoglobulinska segmenta gena Vi humani Vk1-39 1 humani Vk3-20, a pet humanih
imunoglobulinskih segmenata gena Jk su humani Jk1, humani Jk2, humani J«3, humani Jk4 1 humani J«5; 1
jedan ili viSe humanih imunoglobulinskih segmenata gena Vy, jedan ili viSe humanih segmenata gena Dy te
jedan ili viSe humanih imunoglobulinskih segmenata gena Iy operativno povezanih sa sekvencom konstantne
regije miSjeg ili Stakorskog imunoglobulina;
naznaen time, §to imunoglobulinski humani segmenti gena posjeduju sposobnost preuredivanja i Sifriranja
varijabilnih domena antitijela humanog imunoglobulina, te dodatno naznafen time, §to mi§ ne sadrzi endogeni
imunoglobulinski segment gena Vp, koji posjeduje sposobnost preuredivanja radi formiranja sekvence varijabilne
regije lakog lanca imunoglobulina.
Mis prema patentnom zahtjevu 1, naznacen time, $to
(a) dva humana segmenta gena Vi 1 pet humanih segmenata gena Jk su operativno povezani sa sckvencom
konstantne regije lakog lanca miSjeg ili Stakorskog imunoglobulina koja je (i) Stakorska regija Ck ili (ii)
misja regija Cx; 1/ili
(b) dva humana segmenta gena Vk i1 pet humanih segmenata gena Jk su prisutni na endogenom lokusu lakog
lanca imunoglobulina; i/ili
(c) jedan ili viSe humanih segmenata gena Vy, jedan ili viSe humanih segmenata gena Dy te jedan ili viSe
humanih segmenata gena Iy su operativno povezani za sekvencu misje konstantne regije; i/ili
(d) dva humana segmenta gena Vk i1 pet humanih segmenata gena Jk su operativno povezani sa sckvencom
konstantne regije lakog lanca misjeg ili Stakorskog imunoglobulina te su prisutni na lokusu koji sadrzi
ovim redoslijedom: humani segment gena Vk1-39, humani segment gena Vk3-20, humani Jk1, humani
Ji2, humani Ji3, humani Jik4 1 humani Jk5; i/ili
(e) mis sadrzi lokus lakog lanca koji sadrzi ovim redoslijedom: humani segment gena Vi1-39, humani
segment gena Vi3-20, humani Jk1, humani Jk2, humani J«3, humani Jk4 1 humani JkS5, pri ¢emu lokus
lakog lanca sadrzi ¢vorisnu sekvencu hVk/hJx/mCxk odabranu iz SEQ ID NO: 38-49; i/ili
(f) mis je imuniziran.
Mis prema patentnom zahtjevu 1 ili 2, naznaden time, §to mi§ sadrzi funkcionalni ili nefunkcionalni lokus lakog
lanca A.
Izolirana mi§ja stanica prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacena time, §to:
(a) stanica je embrionalna mati¢na (ES) stanica; ili
(b) stanica je B stanica.
Misji embrij koji sadrzi ES stanicu prema patentnom zahtjevu 4(a).
Hibridom dobiven pomoéu B stanice iz patentnog zahtjeva 4(b).
Upotreba misa prema bilo kojem patentnom zahtjevu od 1 do 3 u svrhu:
(a) dobivanja antitijela; i/ili
(b) identifikacije sekvence nukleinske kiseline koja Sifrira varijabilnu domenu teSkog lanca humanog
imunoglobulina; /ili
(c) dobivanja humanog bispecificnog antitijela; i/ili
(d) odabira segmenta gena varijabilne regije teSkog lanca humanog imunoglobulina.
Metoda za dobivanje antitijela koje se vezuje za interesni antigen koja se sastoji od imunizacije mi$a prema bilo
kojem patentnom zahtjevu od 1 do 3 pomocu interesnog antigena, dobivanja sekvence varijabilne regije
imunoglobulina iz miSa te upotrebe sekvence varijabilne regije imunoglobulina za dobivanje antitijela koje se
vezuje za antigen, poZzeljno pri éemu se metoda dodatno sastoji od:
izraZavanja u jednoj stanici:
(a) prve sekvence varijabilne regije teSkog lanca humanog imunoglobulina iz miSa prema bilo kojem
patentnom zahtjevu od 1 do 3 koji je imuniziran, pri ¢emu je sekvenca varijabilne regije teskog lanca
humanog imunoglobulina spojena s humanom sekvencom gena Cy; 1
(b) sekvence varijabilne regije lakog lanca humanog imunoglobulina, pri ¢emu je sckvenca varijabilne
regije lakog lanca humanog imunoglobulina spojena sa sekvencom konstantne regije lakog lanca
humanog imunoglobulina;
odrzavanja stanice u uvjetima koji su prikladni za izraZavanje potpuno humanog antitijela; i izoliranja antitijela
iz stanice.
Metoda prema patentnom zahtjevu 8, naznadena time, §to stanica sadrzi drugu sckvencu varijabilne regije teskog
lanca humanog imunoglobulina iz miSa prema bilo kojem patentnom zahtjevu od 1 do 3 koji je imuniziran, pri
¢emu je sckvenca varijabilne regije teskog lanca humanog imunoglobulina spojena sa sekvencom konstantne regije
teskog lanca humanog imunoglobulina, pri ¢emu prva sckvenca varijabilne regije teskog lanca humanog
imunoglobulina Sifrira prvu varijabilnu domenu teSkog lanca humanog imunoglobulina koja prepoznaje prvi
epitop, a druga sekvenca varijabilne regije teSkog lanca humanog imunoglobulina $ifrira drugu varijabilnu domenu
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teSkog lanca humanog imunoglobulina koja prepoznaje drugi epitop, pri ¢emu prvi epitop 1 drugi epitop nisu
identi¢ni, a prva i druga varijabilna domena teskog lanca humanog imunoglobulina stupaju u interakciju s
varijabilnom domenom lakog lanca humanog imunoglobulina koju $ifrira sekvenca varijabilne regije lakog lanca
humanog imunoglobulina.

Metoda za dobivanje humanog bispecificnog antitijela, naznacena time, §to se metoda sastoji od imunizacije misa
prema bilo kojem patentnom zahtjevu od 1 do 3 i dobivanja bispecificnog antitijela pomocu sekvenci varijabilne
regije humanog imunoglobulina B stanica iz misa, poZeljno naznacena time, §to se metoda dodatno sastoji od:

(a) 1identifikacije klonalno odabranog limfocita miSa prema bilo kojem patentnom zahtjevu od 1 do 3, pri
¢emu je mi§ imuniziran i dozvoljeno mu je da razvije imunoloski odgovor na interesni antigen, pri ¢emu
limfocit izrazava antitijelo koje se specifi¢no vezuje za interesni antigen;

(b) dobivanja nukleotidne sekvence iz limfocita ili antitijela koja Sifrira varijabilnu domenu teSkog lanca
humanog imunoglobulina koja se specifi¢no vezuje za interesni antigen; 1

(c) upotrebljavanja nukleotidne sekvence iz (b) u proizvodnji bispecifi¢nog antitijela.

Metoda prema patentnom zahtjevu 10, naznafena time, Sto se koraci od (a) do (¢) po prvi put obavljaju za prvi
interesni antigen radi dobivanja prve sekvence varijabilne regije teSkog lanca humanog imunoglobulina, a zatim se
koraci od (a) do (c) obavljaju po drugi put za drugi interesni antigen radi dobivanja druge sekvence varijabilne
regije teSkog lanca humanog imunoglobulina, te naznadena time, Sto se prva sekvenca varijabilne regije teskog
lanca humanog imunoglobulina izrazava s prvom sekvencom konstantne regije teSkog lanca humanog
imunoglobulina radi formiranja prvog te§kog lanca humanog imunoglobulina, a druga sekvenca varijabilne regije
teSkog lanca humanog imunoglobulina se izraZava s drugom sekvencom konstantne regije teSkog lanca humanog
imunoglobulina radi formiranja drugog teskog lanca humanog imunoglobulina, pri ¢emu se prvi 1 drugi teski lanac
humanog imunoglobulina izraZavaju u prisustvu jednog lakog lanca humanog imunoglobulina koji sadrzi humanu
regiju Vi dobivenu iz preuredene sckvence humanog lakog lanca koja sadrzi humani segment gena Vk1-39 ili
humani segment gena Vk3-20.
Metoda prema patentnom zahtjevu 11, naznacena time, $to se metoda sastoji od:
(a) Kkloniranja sekvenci varijabilne regije teSkog lanca humanog imunoglobulina iz B stanica iz:

(1) miSa prema bilo kojem patentnom zahtjevu od 1 do 3 koji je imuniziran prvim imunogenom; i

(i1) istog misa, ili drugog miSa koji je genetski isti, koji je imuniziran drugim imunogenom:;

(b) izraZzavanja u stanici sekvence varijabilne regije teSkog lanca humanog imunoglobulina iz (a) sa
sekvencom konstantne regije teSkog lanca humanog imunoglobulina i lakim lancem istog imunoglobulina
radi dobivanja bispecificnog antitijela, poZeljno naznadeno time, $to prvi teski lanac humanog
imunoglobulina sadrzi modifikaciju koja eliminira ili u znacajnoj mjeri smanjuje afinitet prvog teskog
lanca humanog imunoglobulina za vezivanje s proteinom A, a drugi teski lanac humanog imunoglobulina
zadrzava sposobnost vezivanja za protein A, pri ¢emu je modifikacija koja eliminira ili u znacajnoj mjeri
smanjuje afinitet prvog teSkog lanca humanog imunoglobulina za vezivanje s proteinom A odabrana iz:
95R (EU 435R), 96F (EU 436F) i njihove kombinacije.

Metoda za proizvodnju antitijela koja se sastoji od imunizacije miSa prema bilo kojem patentnom zahtjevu od 1 do
3 pomocu antigena 1 dobivanja aminokiselinske sekvence varijabilne domene teSkog lanca humanog
imunoglobulina ili Sifriranja nukleotidne sekvence, iz nastalog antitijela koje proizvodi mi§ protiv antigena, te
koriStenja spomenute aminokiselinske sekvence varijabilne domene teSkog lanca humanog imunoglobulina ili
sifriranja sekvence nukleinske kiseline za dobivanje antitijela, poZeljno naznadeno time §to se metoda dodatno
sastoji od:

(a) 1identifikacije aminokiselinske sekvence varijabilne domene teSkog lanca humanog imunoglobulina ili
Sifriranja nukleotidne sekvence, iz dva razliCita antitijela protiv razli¢itih epitopa kojima je mi§
imuniziran; ili

(b) 1imunizacije istog misa ili dodatnog misa prema bilo kojem patentnom zahtjevu od 1 do 3, pomocu drugog
antigena, a zatim identifikacije aminokiselinske sekvence varijabilne domene teSkog lanca humanog
imunoglobulina ili $ifriranja nukleotidne sekvence, iz antitijela koje je proizveo mis koje je specifiéno za
spomenuti razli¢iti antigen,

pri cemu se metoda dodatno sastoji od koristenja dvije razliCite aminokiselinske sekvence varijabilne domene
teskog lanca humanog imunoglobulina ili §ifriranja nukleotidnih sekvenci radi proizvodnje bispecifi¢nog antitijela.
Metoda prema patentnom zahtjevu 13, naznacena time, §to se metoda dodatno sastoji od

(a) 1identifikacije aminokiselinske sekvence varijabilne domene lakog lanca humanog imunoglobulina, iz
antitijela ili dva antitijela; i/ili

(b) koristenja aminokiselinske sekvence varijabilne domene lakog lanca humanog imunoglobulina i/ili
aminokiselinskih sekvenci varijabilne domene teSkog lanca humanog imunoglobulina identificiranih u
antitijelu dobivenom pomodu predmetne metode radi proizvodnje bispecifiénog antitijela.
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