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1. Akseptorstruktur for @ transplantere haredyr-CDR-er omfattende en struktur til
en human variabel tungkjede med minst 95 % identitet med SEQ ID NO. 4 og som
omfatter treonin (T) i posisjon 24, alanin (A) eller glysin (G) i posisjon 56, treonin
(T) i posisjon 84, valin (V) i posisjon 89 og arginin (R) i posisjon 108 (AHo-

nummerering).

2. Akseptorstrukturen ifglge krav 1, hvori strukturen til den variable tungkjeden
er valgt fra gruppen bestaende av SEQ ID NO. 4 og SEQ ID NO. 6.

3. Akseptorstrukturen ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene,
ytterligere omfattende en struktur til en variabel lettkjede med minst 85 %
identitet med sekvensen til SEQ ID NO. 2.

4. Akseptorstrukturen ifglge krav 3, omfattende et treonin (T) i posisjon 87 i

strukturen til den variable lettkjeden (AHo-nummerering).

5. Akseptorstrukturen ifglge krav 3, ytterligere omfattende lettkjede CDR1, CDR2
og CDR3 fra et antigenbindende polypeptid til et donorharedyr.

6. Akseptorstrukturen ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori
den variable tungkjedens struktur og den variable lettkjedens struktur er
forbundet via en linker med SEQ ID NO. 8.

7. Akseptorstrukturen ifslge et hvilket som helst av de foregdende kravene,
omfattende en struktur med minst 70 % identitet med SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.5
eller SEQ ID NO. 7.

8. Akseptorstruktur til en human eller humanisert variabel tungkjede for &
transplantere CDR-er omfattende minst fire aminosyrer i gruppen bestdende av
treonin (T) i posisjon 24, valin (V) i posisjon 25, alanin (A) eller glysin (G) i
posisjon 56, lysin (K) i posisjon 82, treonin (T) i posisjon 84, valin (V) i posisjon
89 og arginin (R) i posisjon 108 (AHo-nummerering), hvori akseptorstrukturen har
minst 95 % identitet med SEQ ID NO. 4.



10

15

20

25

30

35

NO/EP2307458

2

9. Akseptorstrukturen ifglge et hvilket som helst av de foregadende kravene, hvori
aminosyren i posisjon 12, 103 og/eller 144 (AHo-nummerering) ble substituert

mot en hydrofil aminosyre.

10. Akseptorstrukturen ifglge krav 9, med

(a) serin (S) i posisjon 12,

(b) serin (S) eller treonin (T) i posisjon 103 og/eller

(c) serin (S) eller treonin (T) i posisjon 144 (AHo-nummerering) i strukturen til

den variable tungkjeden.

11. Akseptorstrukturen ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene, med
glutaminsyre (E) i posisjon 1, valin (V) i posisjon 3, leucin (L) i posisjon 4, serin
(S) i posisjon 10; arginin (R) i posisjon 47, serin (S) i posisjon 57, fenylalanin (F)
i posisjon 91 og/eller valin (V) i posisjon 103 i strukturen til den variable lettkjeden

(AHo- nummerering).

12. Akseptorstrukturen ifglge krav 11, ytterligere omfattende donorstrukturrester

involvert i antigenbinding.

13. Akseptorstrukturen ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene,
ytterligere omfattende glysin (G) i posisjon 141 til den variable lettkjeden (AHo-

nummerering).

14. Anvendelse av akseptorstrukturen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til

13 for transplantasjon av haredyr-CDR-er.

15. Antigenbindende polypeptid, omfattende akseptorstrukturen ifglge et hvilket

som helst av kravene 1 til 13.

16. Det antigenbindende polypeptidet ifglge krav 15, som er et scFv-antistoff.

17. Det antigenbindende polypeptidet ifglge et hvilket som helst av kravene 15 til
16, ytterligere omfattende ett eller flere festede molekyler, saerlig et terapeutisk
middel slik som et cytotoksisk middel, et cytokin, et kjemokin, en vekstfaktor eller
annet signaleringsmolekyl, et avbildningsmiddel eller et andre protein, seerlig en

transkripsjonal aktivator eller et DNA-bindende domene.
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18. Det antigenbindende polypeptidet ifglge et hvilket som helst av kravene 15-
17 for anvendelse i diagnostiske anvendelser, terapeutiske anvendelser,

malvalidering og genterapi.

19. Nukleinsyre, seerlig omfattende en isolert nukleinsyre, som koder for
akseptorstrukturen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 13, eller det

antigenbindende polypeptidet ifglge et hvilket som helst av kravene 15 til 17.

20. Vektor omfattende nukleinsyren ifglge krav 19.

21. Vertscelle omfattende vektoren ifglge krav 20.

22. Nukleinsyren ifglge krav 19 eller vektoren ifglge krav 20 for anvendelse i

genterapi.

23. Sammensetning omfattende akseptorstrukturen ifglge et hvilket som helst av
kravene 1 til 13, det antigenbindende polypeptidet ifglge et hvilket som helst av

kravene 15 til 17, nukleinsyren ifglge krav 19 eller vektoren ifglge krav 20.

24. Fremgangsmate for & humanisere et antigenbindende polypeptid til en kanin,
der det antigenbindende polypeptidet til en kanin omfatter tungkjede CDR1-,
CDR2- og CDR3-sekvenser og/eller lettkjede CDR1-, CDR2- og CDR3-sekvenser,
idet fremgangsmaten omfatter:

(i) & transplantere minst én tungkjede CDR i gruppen bestaende av CDR H1-, CDR
H2- og CDR H3-sekvenser inn i en human variabel tungkjede-struktur som har
minst 95 % identitet med SEQ ID NO. 4, ytterligere omfattende minst seks
aminosyrer i gruppen bestaende av treonin (T) i posisjon 24, valin (V) i posisjon
25, alanin (A) eller glysin (G) i posisjon 56, lysin (K) i posisjon 82, treonin (T) i
posisjon 84, valin (V) i posisjon 89 og arginin (R) i posisjon 108 (AHo-
nummerering), og

(ii) & transplantere minst én lettkjede CDR i gruppen bestaende av CDR H1-, CDR
H2- og CDR H3-sekvenser inn i en akseptorstruktur til en human variabel
lettkjede, der strukturen i den humane variable lettkjeden har minst 85 %
identitet med SEQ ID NO:2.

25. Fremgangsmaten ifglge krav 24, hvori
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(i) strukturen til en human variabel tungkjede omfatter strukturens
aminosyresekvens med SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4 eller SEQ ID NO:6; og

(i) strukturen til den humane variable lettkjeden omfatter strukturens
aminosyresekvens med SEQ ID NO:2 eller SEQ ID NO:9.

26. Fremgangsmaten ifglge krav 24 eller 25, ytterligere omfattende & substituere
strukturrester med strukturrester av det antigenbindende polypeptidet til kanin,

som er involvert i antigenbinding.

27. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 24 til 26, ytterligere
omfattende trinnet med & substituere en strukturrest av akseptorstrukturen til en
variabel tungkjede med en - substitusjon i minst én av
tungkjedeaminoposisjonene 12, 103 og 144 (AHo-nummerering), seerlig ved &
substituere mot en hydrofil aminosyre, foretrukket ved en substitusjon valgt fra
gruppen bestdende av: (a) serin (S) i posisjon 12; (b) treonin (T) i posisjon 103;

og (c) treonin (T) i posisjon 144.

28. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 24-27, ytterligere
omfattende 3 substituere en strukturrest av akseptorstrukturen til en variabel
lettkjede med en stabilitetsfremmende substitusjon i minst én av posisjonene 1,
3, 4, 10, 47, 57, 91 og 103 i den variable regionen i lettkjeden ifglge AHo-
nummereringssystemet, saerlig med en substitusjon valgt fra gruppen bestaende
av (a) glutaminsyre (E) i posisjon 1, (b) valin (V) i posisjon 3, leucin i (L) i posisjon
4; serin (S) i posisjon 10; arginin (R) i posisjon 47; serin (S) i posisjon 57;

fenylalanin (F) i posisjon 91; og/eller valin (V) i posisjon 103.

29. Antigenbindende polypeptid humanisert ifglge fremgangsmaten ifslge et

hvilket som helst av kravene 24-28.

30. Det antigenbindende polypeptidet ifglge krav 29, hvori malantigenet er VEGF
eller TNFa.

31. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 24 til 28, hvori
fremgangsmaten ytterligere omfatter identifisering av donor-CDR-er til et
antistoffs variable domene generert av B-celler ifglge trinnene

a) & inkubere kanin-B-celler med et malantigen;

b) & velge de B-cellene som binder til malantigenet; og
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c) a identifisere CDR-ene til antistoffets variable domene generert av B-cellene.

32. Fremgangsmaten ifglge krav 31, hvori B-cellene isoleres fra en kanin som er

immunisert mot malantigenet, foretrukket ved DNA-vaksinasjon.

33. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 31 eller 32, hvori B-
cellene og malantigenet er farget ulikt, og samtidig forekomst av de to fargene er

positivt valgt ved strgmningscytometribasert enkeltcellesortering.

34. Fremgangsmaten ifslge et hvilket som helst av kravene 31-33, hvori

malantigenet er et opplgselig protein.

35. Fremgangsmaten ifslge et hvilket som helst av kravene 31-33, hvori
malantigenet uttrykkes pa overflaten til en celle, saerlig hvori malantigenet er et

transmembranprotein, szerlig et protein som spenner over flere membraner.

36. Fremgangsmaten ifslge krav 35, hvori malantigenet farges indirekte ved &
farge cellen som uttrykker malantigenet med et intracellulzer fluorescerende

fargemiddel.

37. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 31-36, hvori B-cellene
farges med ett eller flere merkede antistoffer som er spesifikke for B-

celleoverflatemarkgrer.

38. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 31-37, hvori B-celler

farges med merkede anti-IgG-antistoffer.

39. Fremgangsmaten ifglge krav 38, hvori B-celler farges med merkede anti-IgG-

antistoffer og med ulikt merkede anti-IgM-antistoffer.

40. Fremgangsmaten ifglge krav 39, hvori B-cellene som farges med merkede

anti-IgG-antistoffer, velges negativt.

41. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 31-40, ytterligere
omfatter trinnet med & dyrke B-cellene valgt i trinn b) ifglge krav 31, slik at de
genererte antistoffene sekreteres inn i dyrkingsmediet, saerlig i naervar av en

hjelpecellelinje.
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42. Fremgangsmaten ifglge krav 41, ytterligere omfattende trinnet med a teste

de sekreterte antistoffene for spesifikk binding til malantigenet.

43. Fremgangsmaten ifglge krav 42, hvori antistoffenes CDR-er amplifiseres,
saerlig ved hjelp av RT-PCR, og transplanteres inn i en akseptorstruktur for a
frembringe et antigenbindende polypeptid som deretter testes for spesifikk binding

til malantigenet.

44. Anvendelse av en akseptorstruktur til en human variabel tungkjede
omfattende en sekvens med minst 95 % identitet med SEQ ID NO. 4, ytterligere
omfattende minst seks aminosyrer i gruppen bestaende av treonin (T) i posisjon
24, valin (V) i posisjon 25, alanin (A) eller glysin (G) i posisjon 56, lysin (K) i
posisjon 82, treonin (T) i posisjon 84, valin (V) i posisjon 89 og arginin (R) i
posisjon 108 (AHo-nummerering) og en akseptorstruktur til en human variabel
lettkjede omfattende en sekvens med minst 85 % identitet med SEQ ID NO. 2, for

transplantasjon av kanin-CDR-er.

45, Anvendelsen ifglge krav 44, hvori strukturen omfatter SEQ ID NO. 1 og SEQ
ID NO. 2, begge forbundet via en linker med SEQ ID NO. 8.

46. Farmasgytisk sammensetning omfattende det antigenbindende polypeptidet
ifslge et hvilket som helst av de foregdende kravene, formulert for topisk, oral,

nasal, intracerebrospinal, rektal eller parenteral administrering.

47. Formulering omfattende en akseptorstruktur ifglge et hvilket som helst av
kravene 1-13 eller det antigenbindende polypeptidet ifglge krav 29 eller 30, for
anvendelse som medikament, karakterisert ved at sammensetningen skal
administreres intramuskulzert, intraperitonealt, intracerebrospinalt, subkutant,

intraartikulaert, intrasynovialt, intratekalt, oralt, topisk eller ved inhalasjon.
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