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1. Fremgangsmate for & identifisere én eller flere aminosyrerester for
substitusjon i en bestemt posisjon i en immunbinder, der fremgangsmaten
omfatter:

a) & tilveiebringe en fgrste database med Vy- og/eller V.-aminosyresekvenser
gruppert i henhold til undertype;

b) 3 tilveiebringe en andre database med Vu- og/eller V -aminosyresekvenser
gruppert i henhold til undertype og valgt ut fra & ha minst én gnskelig
funksjonell egenskap, hvori den gnskelige funksjonelle egenskapen er forbedret
stabilitet, forbedret lIgselighet, ikke-aggregering, en forbedring i uttrykking,
og/eller en forbedring i refoldingsutbytte;

c) & bestemme aminosyrefrekvens for en aminosyrerest ved en
rammeverkposisjon til den fgrste databasen og ved en korresponderende
rammeverkposisjon til den andre databasen;

d) 8 bestemme anrikingsfaktoren (RF2:RF1) til aminosyren ved & bygge
forholdet mellom den relative frekvensen til en rest i den andre databasen (RF2)
og den relative frekvensen til en rest i den fgrste databasen (RF1)

e) 3 identifisere aminosyreresten

(i) som en foretrukket aminosyrerest for substitusjon ved den korresponderende
aminosyreposisjonen til immunbinderen ndr aminosyren har en anrikingsfaktor
pa mer enn 1, eller

(i) som en aminosyrerest som skal ekskluderes ved den korresponderende
aminosyreposisjonen til immunbinderen ndr aminosyreresten har en

anrikingsfaktor p& mindre enn 1.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori aminosyreresten i trinn d) har en

anrikingsfaktor pa 4 til 6.

3. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregaende kravene, hvori
den fgrste databasen omfatter "germline" Vyu-, V.- eller Vy- og V.-

aminosyresekvenser.

4. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-3, hvori den fgrste
databasen bestar av "germline" Vy-,

V.- eller Vy- og V -aminosyresekvenser.
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5. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori
den fgrste databasen omfatter modne Vy-, V.- eller Vy- og V-

aminosyresekvenser.

6. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-5, hvori den fgrste

databasen bestar av modne Vy-, V- eller Vy- og V -aminosyresekvenser.

7. Fremgangsmé’lten ifglge krav 5 eller 6, hvori de modne Vy-, V.- eller V4- og V.-

aminosyresekvensene er fra Kabat-databasen (KDB).

8. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori
den andre databasen omfatter scFv-antistoff Vy-, V.- eller Vy4- og V.-

aminosyresekvenser valgt fra en QC-assay.

9. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-7, hvori den andre
databasen bestdr av scFv-antistoff V-, V.- eller V- og V_ -aminosyresekvenser

valgt fra en QC-assay.

10. Fremgangsmate for a forbedre en immunbinder, der immunbinderen har Vy-
og/eller V -aminosyresekvenser, der fremgangsmaten omfatter:

a) a identifisere én eller flere rammeverk-aminosyreposisjoner for mutasjon;

b) & identifisere for hver enkelt rammeverkposisjon som identifisert i trinn a) en
foretrukket aminosyrerest for substitusjon i henhold til fremgangsmaten ifglge et
hvilket som helst av kravene 1 til 9; og

c) 8 mutere aminosyreresten ved hver enkelt rammeverkposisjon mot den
foretrukne aminosyreresten identifisert i trinn b)

hvori trinn a) utfgres ved & tilordne en konserveringsgrad til hver
rammeverkposisjon ved bruk av Simpson-indeks, og Simpson-indeksen for
aminosyreposisjonen i den andre databasen er minst 0,01 mindre enn Simpson-
indeksverdien til den korresponderende aminosyreposisjonen i den fgrste

databasen.

11. Fremgangsmaten ifglge krav 10, hvori hvis aminosyreresten som er valgt for
mutasjon, er en tungkjede-aminosyrerest, er den ved en posisjon valgt fra
gruppen bestdende av 1, 6, 7, 10, 12, 13, 14, 19, 20, 21, 45, 47, 50, 55, 77,
78, 82, 86, 87, 89, 90, 92, 95, 98, 103 og 107 ved bruk av AHo-nummerering
(aminosyreposisjon 1, 6, 7, 9, 11, 12, 13, 18, 19, 20, 38, 40, 43, 48, 66, 67, 71,
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75, 76, 78, 79, 81, 82b, 84, 89 og 93 ved bruk av Kabat-nummerering), og
hvori hvis aminosyreresten valgt for mutasjon er en lettkjede-aminosyrerest, er
den ved en posisjon valgt fra gruppen bestaende av 1, 2, 3, 4, 7, 10, 11, 12, 14,
18, 20, 24, 46, 47, 50, 53, 56, 57, 74, 82, 91, 92, 94, 101 og 103 ved bruk av
AHo-nummerering (aminosyreposisjon 1, 2, 3, 4, 7, 10, 11, 12, 14, 18, 20, 24,
38, 39, 42, 45, 48, 49, 58, 66, 73, 74, 76, 83 og 85 ved bruk av Kabat-

nummerering).

12. Fremgangsmaten ifglge krav 11, hvori immunbinderen omfatter en VH3
tungkjede variabel region og den ene eller de flere aminosyreposisjonene valgt
for mutasjon er valgt fra gruppen bestaende av aminosyreposisjon 1, 6, 7, 89 og
103 av VH3 ved bruk av AHo-nummerering (aminosyreposisjon 1, 6, 7, 78 og 89

ved bruk av Kabat-nummerering).

13. Fremgangsmaten ifglge krav 11, hvori immunbinderen omfatter en VH1a
tungkjede variabel region og den ene eller de flere aminosyreposisjonene valgt
for mutasjon er valgt fra gruppen bestaende av aminosyreposisjon 1, 6, 12, 13,
14, 19, 21, 90, 92, 95 og 98 av VHla ved bruk av AHo-nummerering
(aminosyreposisjon 1, 6, 11, 12, 13, 18, 20, 79, 81, 82b og 84 ved bruk av

Kabat-nummerering).

14. Fremgangsmaten ifglge krav 11, hvori immunbinderen omfatter en VH1b
tungkjede variabel region og den ene eller de flere aminosyreposisjonene valgt
for mutasjon er valgt fra gruppen bestaende av aminosyreposisjon 1, 10, 12, 13,
14, 20, 21, 45, 47, 50, 55, 77, 78, 82, 86, 87 og 107 av VH1b ved bruk av AHo-
nummerering (aminosyreposisjon 1, 9, 11, 12, 13, 19, 20, 38, 40, 43, 48, 66,
67,71, 75, 76 og 93 ved bruk av Kabat-nummerering).

15. Fremgangsmaten ifglge krav 11, hvori immunbinderen omfatter en Vk1
lettkjede variabel region og den ene eller de flere aminosyreposisjonene valgt for
mutasjon er valgt fra gruppen bestdende av aminosyreposisjon 1, 3, 4, 24, 47,
50, 57, 91 og 103 av VK1 ved bruk av AHo-nummerering (aminosyreposisjon 1,
3, 4, 24, 39, 42, 49, 73 og 85 ved bruk av Kabat-nummerering).

16. Fremgangsmaten ifglge krav 11, hvori immunbinderen omfatter en Vk3
lettkjede variabel region og den ene eller de flere aminosyreposisjonene valgt for

mutasjon er valgt fra gruppen bestdende av aminosyreposisjon 2, 3, 10, 12, 18,
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20, 56, 74, 94, 101 og 103 av Vk3 ved bruk av AHo-nummerering
(aminosyreposisjon 2, 3, 10, 12, 18, 20, 48, 58, 76, 83 og 85 ved bruk av

Kabat-nummerering).

17. Fremgangsmaten ifglge krav 11, hvori den ene eller de flere
aminosyreposisjonene valgt for mutasjon er valgt fra gruppen bestdende av
aminosyreposisjon 1, 2, 4, 7, 11-, 14, 46, 53, 82, 92 og 103 av VA1l ved bruk av
AHo-nummerering (aminosyreposisjon 1, 2, 4, 7, 11, 14, 38, 45, 66, 74 og 85

ved bruk av Kabat-nummerering).

18. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 11-17, hvori
muteringen  ytterligere omfatter én eller flere (fortrinnsvis alle)
kjedesubstitusjoner av en tungkjede-aminosyreposisjon valgt fra gruppen
bestdende av aminosyreposisjon 12, 13 og 144 ved bruk av AHo-nummerering

(aminosyreposisjon 12, 85 og 103 ved bruk av Kabat-nummerering).

19. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 11-18, hvori den
ene eller de flere aminosyreposisjonene valgt for mutasjon muteres til en
aminosyrerest funnet ved en korresponderende aminosyreposisjon i en

antistoffsekvens valgt fra en QC-assay.

20. Fremgangsmaten ifslge et hvilket som helst av kravene 1-19, hvori
immunbinderen er et scFv-antistoff, et fullengde immunglobulin, et Fab-

fragment, en Dab eller en Nanobody.

21. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-9 eller 11-20,
hvori den funksjonelle egenskapen er forbedret stabilitet, forbedret Igselighet,
ikke-aggregering, en forbedring i uttrykking, en forbedring i refoldingsutbytte
etterfglgende en inklusjonslegemerenseprosess eller en kombinasjon av to eller

flere av forbedringene.

22. Fremgangsmaten ifglge krav 21, hvori forbedringen i uttrykking observeres i

en prokaryotisk celle.

23. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-9 og 21-22, med
det forbehold at den funksjonelle egenskapen ikke er en forbedring i

antigenbindingsaffinitet.



