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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

10.

11.

12.

Mis koji ima genom koji sadrzi modifikaciju lokusa teSkog lanca imunoglobulina, naznaden time, da modifikacija
uklanja endogenu funkciju ADAMS6, koja je povezana sa smanjenjem plodnosti kod muZjaka miSeva, mi§ nadalje
sadrZi sljedove nukleinskih kiselina koji kodiraju misji protein ADAMG6a, ili njegov ortologni ili homologni ili
funkcionalni fragment koji je funkcionalan kod muZjaka miSa, i mi§ji ADAMG6b protein ili njegov ortologni ili
homologni ili funkcionalni fragment koji je funkcionalan kod muZjaka misa.

Mi§ prema zahtjevu 1, naznacen time, da su sljedovi nukleinskih kiselina na endogenom imunoglobulinskom

lokusu 1 pri ¢emu su sljedovi nukleinskih kiselina integrirani u genom mi$a, na poloZaju razli¢itom od poloZzaja

endogenog imunoglobulinskog lokusa.

Mis prema bilo kojem od zahtjeva 1 do 2, naznacen time, da modifikacija lokusa te§kog lanca imunoglobulina

podrazumijeva umetanje jednog ili viSe ljudskih imunoglobulinskih sljedova ili gdje se modifikacija lokusa teskog

lanca imunoglobulina sastoji od zamjene jednog ili vise slijeda u lokusu te§kog lanca imunoglobulina mi$a s jednim

ili vi§e ljudskih imunoglobulinskih sljedova, pri ¢emu je poZeljno da modifikacija lokusa teSkog lanca

imunoglobulina sadrZi zamjenu varijabilnog genskog slijeda endogenog teSkog lanca s humanim varijabilnim

genskim slijedom endogenog teSkog lanca, i1 jo§ poZeljnije da modifikacija lokusa teSkog lanca imunoglobulina
sadrZi zamjenu jednog ili viSe endogenih genskih segmenata teSkih lanaca V (Vy) s jednim ili viSe humanih genskih

segmenata teSkih lanaca V (V).

Postupak za modificiranje lokusa misjeg teSkog lanca imunoglobulina, naznacen time, da sadrZzi:

(a) stvaranje prve modifikacije lokusa miSjeg teSkog lanca imunoglobulina, §to rezultira uklanjanjem endogene
misje ADAMG6 aktivnosti u muskih miSeva; i,

(b) izvodenje druge modifikacije misa kojom se dodaju sljedove nukleinskih kiselina koji omogucavaju misu
ADAMBS6 aktivnost koja je funkcionalna kod muskog miSa, pri ¢emu je poZeljno da se sljedovi nukleinskih
kiselina u koraku (b) dodaju na ektopicnom poloZaju, a navedeni slijed nukleinske kiseline kodira mi§ji
ADAMBG6a protein ili njegov ortologni ili homologni ili funkcionalni fragment, 1 mi§ji ADAMO6b protein ili
njegov ortologni ili homologni ili funkcionalni fragment.

Postupak prema zahtjevu 4, nazmacen time, da prva modifikacija sadrzi umetanje jedne ili viSe ljudskih
imunoglobulinskih sekvenci ili da prvamodifikacija sadrzi zamjenu jedne ili viSe sekvenci u mi§jem lokusu teSkog
lanca imunoglobulina s jednim ili vi§e ljudskih imunoglobulinskih sekvenci, pri ¢emu je poZeljno da prva
modifikacija sadrZi zamjenu varijabilnog genskog sljeda endogenog teSkog lanca s humanim varijabilnim genskim
sljedom teSkog lanca, 1 jo§ poZeljnije je da prva modifikacija sadrZzi zamjenu jednog ili viSe endogenih Vy genskih
segmenata s jednim ili viSe humanih genskih segmenata Vy.

Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 4 do 5, naznacen time, da se prva i druga modifikacija

odvijaju simultano.

Izolirana stanica ili tkivo izolirano iz miSa, naznaceno time, da je u skladu sa bilo kojim od zahtjeva 1 do 3.

Upotreba misa u skladu s patentnim zahtjevom 3, naznacena time, da je namijenjena za generiranje

(1) himernog antitijela, a navedeno himerno antitijelo sadrZi humane varijabilne regije 1 miSje konstantne regije,

(i) potpuno humano antitijelo,

(ii1) potpuno humani Fab fragment, i/ ili

(iv) potpuno humani F(ab), fragment.

Postupak za proizvodnju himernog antitijela specifiénog za antigena, naznacen time, da obuhvaca korake:

a) imuniziranje miSa u skladu s patentnim zahtjevom 3 s antigenom;

b) izoliranje najmanje jedne stanice s miSa koji proizvodi himerno antitijelo specificno za antigen, a navedeno
himerno antitijelo humane varijabilne regije i mi§je konstantne regije; i

¢) kultiviranje barem jedne stanice za proizvodnju himernih antitijela iz koraka b) i dobivanje navedenog
himernog antitijela, pri ¢emu je poZeljno da se uzgoj u koraku c¢) izvodi na najmanje jednoj stanici hibridoma
generiranoj iz barem jedne stanice dobivene u koraku b).

Postupak za generiranje potpuno ljudskog antitijela specifi¢nog za antigen, naznacen time, da sadrzi sljedece

korake:

a) imuniziranje misa s antigenom u skladu s patentnim zahtjevom 3;

b) izoliranje najmanje jedne stanice od miSa za proizvodnju himernog antitijela specifi¢nog za antigen, navedeno
himerno antitijelo sadrZi varijabilne regije ¢ovjeka i konstantne regije misa;

¢) generiranje barem jedne stanice za proizvodnju potpuno ljudskog antitijela izvedenog iz himernog antitijela iz
koraka b) 1 specifiénog za antigen; i

d) wuzgoj barem jedne stanice za proizvodnju potpuno ljudskog antitijela iz koraka c), i dobivanje navedenog
potpuno ljudskog antitijela.

Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 9 i 10, naznacen time, da je najmanje jedna stanica iz koraka b) splenocit

ili B stanica.

Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 9 do 11, naznacen time, da je antitijelo monoklonsko antitijelo.
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Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 9 do12, naznacen time, da se imunizacija s antigenom iz koraka a) provodi
s pomocu proteina, DNA, kombinacije DNA i proteina, ili stanice koje eksprimiraju antigen.

Sekvenca nukleinske kiseline koja kodira mi§ji protein ADAM6a ili njegov ortologni ili homologni ili funkcionalni
fragment koji je funkcionalan kod muZjaka miSa, 1 misji protein ADAMG6D ili njegov ortolog ili homolog ili
funkcionalni fragment koji je funkcionalan u muzjaka misa, naznacen time, da je namijenjen za uporabu u obnovi
ili povecanju plodnosti u muzjaka miSa koji ima genom koji sadrzi modifikaciju lokusa teSkog lanca
imunoglobulina, pri ¢emu modifikacija smanjuje ili otklanja djelovanje endogene ADAMS6 funkcije, koja je
povezana sa smanjenjem plodnosti kod muZjaka miseva, i pri ¢emu ¢e navedena seckvenca nukleinske kiseline biti
integrirana u genom misa, na endogeni imunoglobulinski lokus ili na polozajima razli¢itim od endogenog
imunoglobulinskog lokusa.
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