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DESCRIPCION
Anticuerpos contra IL-6 y usos de los mismos
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos y fragmentos de los mismos que tienen una especifidad de unién por
IL-6. La invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas o diagnédsticas, y anticuerpos y fragmentos de
los mismos que tienen especificidad de unién por IL-6 para su uso en métodos para tratar enfermedades o
trastornos asociados con IL-6 administrando dichos anticuerpos o fragmentos de los mismos.

Descripcion de la técnica relacionada

La interleucina-6 (de aqui en adelante “IL-6”) (también conocida como interferon-f,; factor de diferenciacion de
células B; factor-2 estimulante de células B; factor estimulante de hepatocitos; factor de crecimiento de hibridoma; y
factor de crecimiento de plasmacitoma) es una citocina funcional implicada en numerosos procesos bioldgicos, tales
como la regulacion de la respuesta inflamatoria aguda, la modulacién de respuestas inmunitarias especificas que
incluyen la diferenciacion de células T y B, metabolismo 6&seo, trombopoyesis, proliferacion epidérmica,
menstruacion, diferenciacion celular neuronal, neuroproteccion, envejecimiento, cancer, y la reaccion inflamatoria
que se produce en la enfermedad de Alzheimer. Véase A. Papassotiropoulos, et al, Neurobiology of Aging, 22:863-
871 (2001).

La IL-6 es un miembro de una familia de citocinas que promueven las respuestas celulares por medio de un
complejo receptor que consiste en al menos una subunidad de la glucoproteina de transduccion de sefial gp130 y el
receptor IL-6 (“IL-6R”) (también conocido como gp80). El IL-6R también puede estar presente en una forma soluble
(“sIL-6R”). La IL-6 se une al IL-6R, que entonces dimeriza el receptor gp130 de transduccion de sefial. Véase Jones,
SA, J. Immunology, 175:3463-3468 (2005).

En los seres humanos, el gen que codifica la IL-6 se organiza en cinco exones y cuatro intrones, y se encuentra en
el brazo corto del cromosoma 7 en 7p21. La traduccion del ARN IL-6 y el procesamiento post-traduccional da como
resultado la formaciéon de una proteina de 21-28 kDa con 184 aminoacidos en su forma madura. Véase A.
Papassotiropoulos, et al, Neurobiology of Aging, 22:863-871 (2001).

Como se expone posteriormente con mayor detalle, se cree que la IL-6 tiene un papel en el desarrollo de multitud de
enfermedades y trastornos, que incluyen pero no se limitan a fatiga, caquexia, enfermedades autoinmunitarias,
enfermedades del sistema esquelético, cancer, enfermedad cardiaca, obesidad, diabetes, asma, enfermedad de
Alzheimer y esclerosis multiple. Debido a la implicacién percibida de la IL-6 en un amplio intervalo de enfermedades
y trastornos, sigue existiendo la necesidad en la técnica de composiciones y métodos utiles para prevenir o tratar
enfermedades asociadas con IL-6, asi como métodos de exploracidon para identificar pacientes que tienen
enfermedades o trastornos asociados con IL-6. Las composiciones anti-IL-6 particularmente preferidas son las que
tienen reacciones adversas minimas o minimizadas cuando se administran al paciente. Las composiciones o
métodos que reducen o inhiben las enfermedades o trastornos asociados con IL-6 son beneficiosas para el paciente
que los necesiten.

El documento WO2006/119115 describe multiples anticuerpos monoclonales anti-IL-6 humana, tanto formas
humanas modificadas como quiméricas, derivadas de AME-A9. Los anticuerpos inhiben la unién de IL-6 a IL-6R. El
anticuerpo puede ser un scFv, puede estar liofilizado, y se puede utilizar para el diagndstico o tratamiento, por
ejemplo de artritis reumatoide.

Breve sumario de la invencion

La materia objeto de la invencién se define en las reivindicaciones. La presente invencién proporciona un anticuerpo
anti-IL-6 o fragmento de anticuerpo del mismo que comprende (i) una cadena ligera variable (V) que comprende un
polipéptido CDR1 que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4, un polipéptido CDR2 que consiste
en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, y un polipéptido CDR3 que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6, y (ii) una cadena variable pesada (V1) que comprende un polipéptido CDR1 que
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, un polipéptido CDR2 que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 120, y un polipéptido CDR3 que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9, donde el anticuerpo o fragmento del mismo tiene una constante de disociacion (KD)
de menos de 50 picomolar como se evalla por Biacore.

La presente invencion se refiere a anticuerpos especificos y fragmentos de los mismos que tienen especificidad de
union por IL-6, en particular, anticuerpos que tienen una especificidad epitopica especifica y/o propiedades
funcionales. Una realizacion de la invencion engloba anticuerpos humanizados especificos y fragmentos de los
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mismos capaces de unirse a IL-6 y/o el complejo IL-6/IL-6R. Estos anticuerpos se pueden unir a la IL-6 soluble o IL-6
que se expresa en la superficie celular. También, estos anticuerpos pueden inhibir la formaciéon o los efectos
biolégicos de uno o mas de IL-6, complejos IL-6/IL-6R, complejos IL-6/IL-6R/gp130 y/o multimeros de IL-6/IL-
6R/gp130.

Otra realizacién de la presente invencion se relaciona con los anticuerpos descritos en el presente documento, que
comprenden las secuencias de la Vu, Vi y polipéptidos CDR de acuerdo con las presentes reivindicaciones, y los
polinucleétidos que las codifican. En mas realizaciones especificas de la invencién estos anticuerpos bloquearan la
activacion de gp130 y/o poseen afinidades de unién (Kd) menores de 50 picomolar y/o valores de ko menores o
iguales a 10* S™.

En otra realizacion de la invencidon estos anticuerpos y las versiones humanizadas, se derivaran de células
inmunitarias de conejo (linfocitos B) y se pueden seleccionar basandose en su homologia (identidad de secuencia)
con las secuencias de la linea germinal humana. Estos anticuerpos pueden necesitar o no modificaciones de
secuencia minimas, facilitando de esta manera que se mantengan las propiedades funcionales tras la humanizacion.

En otra realizacién de la invencion los anticuerpos en cuestion se pueden seleccionar basandose en su actividad en
ensayos funcionales tales como los ensayos de proliferacion de T1165 dirigida por IL-6, ensayos de produccion de
haptoglobina HepG2 estimulada por IL-6, y similares. Una realizacion adicional de la invencion se refiere a
fragmentos de anticuerpos anti-IL-6 que engloban polipéptidos Vy, VL. y CDR de acuerdo con las presentes
reivindicaciones, por ejemplo, derivados de células inmunitarias de conejo y los polinucleétidos que codifican los
mismos, asi como el uso de estos fragmentos de anticuerpo y los polinucleétidos que los codifican en la creacion de
nuevas composiciones de anticuerpos y polipéptidos capaces de reconocer la IL-6 y/o complejos IL-6/IL-6R o
complejos IL-6/IL-6R/gp130 y/o multimeros de los mismos.

La invencidon también contempla conjugados de anticuerpos anti IL-6 y fragmentos de unién de los mismos
conjugados con uno o mas restos funcionales o detectables. También se describen métodos para producir dichos
anticuerpos anti-IL-6 humanizados o anti-complejos IL-6/IL-6R y fragmentos de unién de los mismos. En una
realizacion, los fragmentos de unién incluyen pero no se limitan a fragmentos Fab, Fab’, F(ab’),, Fv y scFv.

Las realizaciones de la invencién se refieren a anticuerpos anti-IL-6 de acuerdo con las presentes reivindicaciones
para su uso como un agente terapéutico o diagnodstico en el tratamiento de enfermedades o trastornos asociados
con la IL-6 o la expresion aberrante de la misma. La invencidon también contempla el uso de fragmentos de
anticuerpos anti-IL-6 de acuerdo con las presentes reivindicaciones en la fabricacién de un medicamente para su
uso en el tratamiento de enfermedades y trastornos asociados con la IL-6 o la expresién aberrante de la misma. Los
anticuerpos en cuestion se pueden utilizar en el tratamiento de la fatiga y/o caquexia asociadas al cancer y artritis
reumatoide.

También se describe en el presente documento la producciéon de anticuerpos anti-IL-6 en células huésped
recombinantes, preferentemente levaduras diploides tales como Pichia diploides y otras cepas de levadura.

Breve descripcion de varias vistas de los dibujos

La Fig. 1 muestra que se reconocian una variedad de epitopos Unicos por la coleccidon de anticuerpos anti-IL-6
preparados por el protocolo de seleccién de anticuerpos. La variabilidad de epitopo se confirmé por estudios de
competicion de union de anticuerpos a IL-6 (Forte-Bio Octeto).

La Fig. 2 muestra alineamientos de secuencias variables ligeras y variables pesadas entre secuencias variables
ligeras y variables pesadas de un anticuerpo de conejo y secuencias humanas homologas y las secuencias
humanizadas finales. Las regiones marco conservadas se identifican como FR1-FR4. Las regiones
determinantes de complementariedad se identifican como CDR1-CDR3. Los restos de aminoacidos se numeran
como se muestra. Las secuencias de conejo iniciales se llaman RbtVL y RbtVH para las secuencias variable
ligeras y variables pesadas, respectivamente. Tres de las secuencias de anticuerpo de la linea germinal humana,
que abarcan desde la regién marco conservada 1 hasta el final de la regién marco conservada 3, se alinean por
debajo de las secuencias de conejo. La secuencia humana que se considera mas similar a la secuencia de
conejo se muestra primero. En este ejemplo, las secuencias mas similares son L12A para la cadena ligera y 3-
64-04 para la cadena pesada. Las secuencias de CDR3 humanas no se muestran. La secuencia de la region
marco conservada 4 humana mas cercana se alinea por debajo de la region marco conservada 4 del conejo. Las
lineas discontinuas verticales indican un resto en el que el resto de conejo es idéntico con uno o mas de los
restos humanos en la misma posicion. Los restos en negrita indican que el resto humano en esa posicion es
idéntico al resto de conejo en la misma posicion. Las secuencias humanizadas finales se llaman VLh y VHh para
las secuencias variables ligeras y variables pesadas, respectivamente. Los restos subrayados indican que el
resto es el mismo que el resto de conejo en esa posicion pero diferente que los restos humanos en esa posicion
en las tres secuencias humanas alineadas.

La Fig. 3 demuestra la alta correlacion entre la IgG producida y la especificidad antigénica por un protocolo de IL-
6 ejemplar. 9 de los 11 pocillos presentaban una correlacion especifica de IgG con reconocimiento del antigeno.
La Fig. 4 proporciona la curva de respuesta a la dosis de la a-2-macroglobulina (A2M) para el anticuerpo Ab1 que
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se administra por via intravenosa a diferentes dosis una hora después de una dosis de 100 ug/kg s.c. de IL-6
humana.

La Fig. 5 proporciona los datos de supervivencia para los grupos de progresion con el anticuerpo Ab1 frente a los
grupos de control.

La Fig. 6 proporciona datos de supervivencia adicionales para los grupos de regresion con el anticuerpo Ab1
frente a los grupos de control.

La Fig. 7 proporciona datos de supervivencia para la IgG policlonal humana a 10 mg/kg i.v. cada tres dias
(tamafio tumoral 270-320 mg) frente al Ab1 a 10 mg/kg i.v. cada tres dias (tamafio del tumor 270-320 mg).

La Fig. 8 proporciona los datos de supervivencia para la IgG policlonal humana a 10 mg/kg i.v. cada tres dias
(tamafio tumoral 400-527 mg) frente al anticuerpo Ab1 a 10 mg/kg i.v. cada tres dias (tamafio tumoral 400-527
mg).

La Fig. 9 proporciona un perfil farmacocinético del anticuerpo Ab1. Los niveles plasmaticos del anticuerpo Ab1 se
cuantificaron por medio de un ELISA de captura de antigeno. Esta proteina presenta una semivida de entre 12 'y
17 dias que es coherente con otros anticuerpos humanizados de longitud completa.

La Fig. 10A-D proporcionan los datos de unién para los anticuerpos Ab4, Ab3, Ab8 y Ab2, respectivamente. La
Fig. 10E proporciona los datos de unién para los anticuerpos Ab1, Ab6 y Ab7.

La Fig. 11 resume los datos de union de las Figuras 10A-E en forma tabular.

La Fig. 12 presenta las secuencias de los péptidos de 15 aminoacidos que se utilizan en el experimento de
mapeo de péptidos del Ejemplo 14.

La Fig. 13 presenta los resultados de las transferencias preparadas en el Ejemplo 14.

La Fig. 14 presenta los resultados de las transferencias preparadas en el Ejemplo 14.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
Definiciones

Se tiene que entender que la presente invencion no se limita a la metodologia particular, protocolos, lineas celulares,
especies o0 géneros de animales, y reactivos descritos, ya que pueden variar. También se tiene que entender que la
terminologia que se utiliza en el presente documento es solo con el fin de describir realizaciones particulares, y no
pretende limitar el alcance de la presente invencion que solo se limitara por las reivindicaciones adjuntas.

Como se utiliza en el presente documento, las formas singulares “un”, “una” y “el” incluyen los referentes en plural a
menos de que el contexto dicte claramente otra cosa. Asi, por ejemplo, la referencia a “una célula” incluye una
pluralidad de dichas células y la referencia a “la proteina” incluye la referencia a una o mas proteinas y equivalentes
de la misma que conocen los expertos en la técnica, y demas. Todos los términos técnicos y cientificos que se
utilizan en el presente documento tienen el mismo significado que entiende cominmente un experto habituado en la
técnica a la cual pertenece la presente invenciéon a menos de que se indique claramente otra cosa.

Interleucina-6 (IL-6): como se utiliza en el presente documento, interleucina-6 (IL-6) engloba no solamente la
secuencia de 212 aminoacidos siguiente disponible como N° de acceso de GenBank NP_00591:

MNSFSTSAFGPVAFSLGLLLVLPAAFPAPVPPGEDSKDVAAPHRQPLTSSERIDKQI
RYILDGISALRKETCNKSNMCESSKEALAENNLNLPKMAEKDGCFQSGFNEETCLV
KITGLLEFEVYLEYLQNRFESSEEQARAVQMSTKVLIQFLQKKAKNLDAITTPDPT
TNASLLTKLQAQNQWLQDMTTHLILRSFKEFLQSSLRALRQM (SEQ ID NO: 1), sino también cualquier pre-pro,
pro- y formas maduras de esta secuencia de aminoacidos de IL-6, asi como los mutantes y las variantes que
incluyen las variantes alélicas de esta secuencia.

Especie de levadura competente emparejada: Esto pretende englobar ampliamente cualquier levadura diploide o
tetraploide que pueda cultivarse en un cultivo. Dicha especie de levadura puede existir en forma haploide, diploide o
tetraploide. Las células de una determinada ploidia pueden, en condiciones apropiadas, proliferar un nimero
indefinido de generaciones de esta forma. Las células diploides también pueden esporular para formar células
haploides. El emparejamiento secuencial puede dar como resultado cepas tetraploides por medio de
emparejamientos adicionales o fusiones de células diploides. Las células de levadura diploides o poliploides se
producen preferentemente por emparejamiento o fusion de esferoplastos.

La levadura competente emparejada puede ser un miembro de la familia Saccharomycetaceae, que incluye los
géneros Arxiozyma; Ascobotryozyma; Citeromyces; Debaryomyces; Dekkera; Eremothecium; Issatchenkia;
Kazachstania; Kluyveromyces; Kodamaea; Lodderomyces; Pachysolen; Pichia; Saccharomyces; Saturnispora;
Tetrapisispora; Torulaspora; Williopsis; y Zygosaccharomyces. Ofras tipos de levaduras incluyen Yarrowia,
Rhodosporidium, Candida, Hansenula, Filobasium, Filobasidellla, Sporidiobolus, Bullera, Leucosporidium vy
Filobasidella.

La levadura competente emparejada puede ser un miembro del género Pichia. La levadura competente emparejada
del género Pichia puede ser una de las siguientes especies: Pichia pastoris, Pichia methanolica, y Hansenula
polymorpha (Pichia angusta). La levadura competente emparejada del género Pichia puede ser de la especie Pichia
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pastoris.

Célula de levadura haploide: Una célula que tiene una Unica copia de cada gen de su complemento genémico
normal (cromosomico).

Célula de levadura poliploide: Una célula que tiene mas de una copia de su complemento gendmico normal
(cromosoémico).

Célula de levadura diploide: Un célula que tiene dos copias (alelos) de esencialmente cada gen de su complemento
gendémico normal, normalmente se forma por el proceso de fusién (emparejamiento) de dos células haploides.

Célula de levadura tetraploide: Una célula que tiene cuatro copias (alelos) de esencialmente cada gen de su
complemento gendmico normal, normalmente se forma por el proceso de fusiéon (emparejamiento) de dos células
diploides. Las tetraploides pueden albergar dos, tres, cuatro, o mas casetes de expresion diferentes. Dichas
tetraploides se pueden obtener en S. cerevisiae por emparejamiento selectivo de diploides homocigotas, heterotalias
al/a y diploides alfa/alfa y en Pichia por emparejamiento secuencial de haploides para obtener diploides auxotroficas.
Por ejemplo, una haploide [met his] puede emparejarse con una haploide [ade his] para obtener una diploide [his]; y
se puede emparejar una haploide [met arg] con una haploide [ade arg] para obtener una diploide [arg]; luego la
diploide [his] x la diploide [arg] se obtiene un prototrofo tetraploide. Se entendera por el experto en la técnica que
esta referencia a los beneficios y usos de células diploides se puede aplicar también a las células tetraploides.

Emparejamiento de levaduras: Es el proceso por el que dos levaduras haploides se fusionan naturalmente para
formar una célula de levadura diploide.

Meiosis: Es el proceso por el cual una célula diploide se somete a una divisidon reductiva para formar cuatro
productos haploides esporulados. Cada espora puede germinar entonces y formar una linea celular que crece
vegetativamente.

Marcador genético: Un marcador genético es un gen o fragmento de un gen que confiere un fenotipo de crecimiento
(caracteristicas fisicas de crecimiento) en una célula que recibe ese gen, como por ejemplo, por medio de un evento
de transformacion. El marcador genético permite a las células sobrevivir y crecer en un medio de cultivo selectivo en
condiciones en las que las células que no reciben en gen marcador genético no pueden crecer. En general, los
marcadores genéticos se encuentran en varios tipos, que incluyen genes marcadores genéticos positivos tales como
un gen que confiere en una célula resistencia a un antibiético u otro farmaco, temperatura cuando dos mutantes ts
se cruzan o un mutante ts se transforma; generes marcadores genéticos negativos tales como un gen biosintético
que confiere a una célula la capacidad de crecer en un medio sin un nutriente especifico necesario para todas las
células que no tienen ese gen biosintético, o un gen biosintético mutado que confiere a la células la incapacidad de
crecer si las células no tienen el gen de tipo silvestre, y similares. Los marcadores genéticos adecuados incluyen
pero no se limitan a: ZEO; G418; LYS3; MET1; MET3a; ADE1; ADE3; URA3; y similares.

Vector de expresion: Estos vectores ADN contienen elementos que facilitan la modificacion para que se exprese una
proteina ajena en la célula huésped diana. Convenientemente, la modificacion de secuencias y la produccion de
ADN por transformacion se lleva a cabo en primer lugar en una bacteria huésped, por ejemplo, E. coli y
habitualmente los vectores incluiran secuencias para facilitar dichas modificaciones, que incluyen un origen de
replicacion bacteriano y un marcador genético bacteriano. Los marcadores genéticos codifican proteinas necesarias
para la supervivencia o crecimiento de las células huésped transformadas que se cultivan en un medio de cultivo
selectivo. Las células huésped no transformadas con el vector que contiene el de seleccidon no sobreviviran en el
medio de cultivo. Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibioticos u
otras toxinas, (b) deficiencias de complemento auxotréfico, o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles de los
medio complejos. Los vectores ejemplares y los métodos para la transformacion de levaduras se describen, por
ejemplo en Burke, D., Dawson, D., & Stearns, T. (2000). Methods in yeast genetics: a Cold Spring Harbor Laboratory
course manual. Plainview, N.Y.: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Los vectores de expresion para su uso en los métodos de la invencién incluiran adicionalmente secuencias
especificas de levadura que incluyen un indicador genético auxotréfico o de farmaco para identificar las cepas de
levadura transformadas. Un marcador de farmaco se puede utilizar adicionalmente para amplificar el nimero de
copias del vector en una célula huésped de levadura.

La secuencia codificante de un polipéptido de interés esta unida operativamente a secuencias reguladoras
transcripcionales y traduccionales que proporcionan la expresion del polipéptido en las células de levadura. Estos
componentes del vector pueden incluir, pero no se limitan a, uno o mas de los siguientes: un elemento amplificador,
un promotor, y una secuencia determinacion de la transcripcion. Las secuencias para la secrecion del polipéptido se
pueden incluir también, por ejemplo, una sefial de secuencia, y similares. Un origen de replicacion de levaduras es
opcional, ya que los vectores de expresion se integran a menudo en el genoma de la levadura.

El polipéptido de interés puede estar unido operativamente, o fusionado, a secuencias que proporcionan la secrecion
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optimizada del polipéptido a partir de células de levadura diploides.

Los acidos nucleicos estan “unidos operativamente” cuando se colocan en una relacién funcional con otra secuencia
de acido nucleico. Por ejemplo, el ADN de una secuencia de sefial esta unido operativamente a un ADN de un
polipéptido si se expresa como una pre-proteina que participa en la secrecion del polipéptido, un promotor o
amplificador esta unido operativamente a una secuencia codificante si afecta la transcripcion. En general, “unido
operativamente” significa que las secuencia de ADN que se unen son contiguas, y, en el caso de un lider secretor,
contigua y en fase de lectura. Sin embargo los amplificadores no tienen que ser contiguos. La unién se consigue por
la unién de sitios de restriccion convenientes o alternativamente por medio del método de re-combinaciéon por PCR
que es familiar para los expertos en la técnica (Tecnologia Gateway®; Invitrogen, Carlsbad California). Si dichos
sitios no existen, se utilizan adaptadores de oligonucledtido sintéticos o enlazadores de acuerdo con la practica
convencional.

Los promotores son secuencias no traducidas localizadas corriente arriba (5’) del codén de inicio de un gen
estructural (en general aproximadamente de 100 a 1000 pb) que controlan la transcripcion y traduccion de
secuencias particulares de acido nucleico a las que estan unidos operativamente. Dichos promotores se encuentran
en varias clases: promotores inducibles, constitutivos y represibles (que aumentan los niveles de transcripcion en
respuesta a la ausencia de un represor). Los promotores inducibles pueden iniciar niveles aumentados de
transcripcion a partir del DNA bajo su control en respuesta a algun cambio en las condiciones de cultivo, o ejemplo,
la presencia o ausencia de un nutriente o un cambio de temperatura.

El fragmento promotor de levadura también sirve como el sitio para la recombinacion homologa y la integracion del
vector de expresion en el mismo sitio del genoma de la levadura; de manera alternativa, se utiliza un marcador
genético como sitio para la recombinacion homadloga. La transformacion en Pichia se describe en Cregg et al. (1985)
Mol. Cell. Biol. 5:3376-3385.

Los ejemplos de promotores adecuados de Pichia incluye el AOX1 y el promotor (Cregg et al. (1989) Mol. Cell. Biol.
9:1316-1323); promotor ICL (Menendez et al. (2003) Yeast 20(13):1097-108); promotor gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAP) (Waterham et al. (1997) Gene 186(1):37-44); y promotor FLD1 (Shen et al. (1998) Gene
216(1):93-102). El promotor GAP es un promotor constitutivo fuerte y los promotores AOX y FLD1 son inducibles.

Otros promotores de levadura incluyen ADH1, alcohol deshidrogenasa Il, GAL4, PHO3, PHO5, Pyk, y promotores
quiméricos derivados de los mismos. Adicionalmente, se pueden utilizar promotores no de levadura tales como
promotores de mamifero, insecto, vegetales, de reptil, anfibio, virico, y aviar. Mas tipicamente el promotor
comprendera un promotor de mamifero (potencialmente enddgeno a los genes expresados) o comprendera un
promotor de levadura o virico que proporcione la transcripcién eficaz en sistemas de levadura.

Los polipéptidos de interés se pueden producir de manera recombinante no solo directamente, sino también con un
polipéptido de fusidon con un polipéptido heterdlogo, por ejemplo, una secuencia de sefial u otro polipéptido que
tenga un sitio de escision especifico en el extremo N de la proteina o polipéptido maduros. En general, la secuencia
de sefial puede ser un componente del vector, o puede ser parte de la secuencia codificante del polipéptido que se
inserta en el vector. La secuencia de sefial heterdloga seleccionada es preferentemente la que es reconocida y
procesada por medio de una de las rutas convencional disponibles en la célula huésped. Se ha demostrado que la
sefial pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae que es eficaz en la secreciébn de una variedad de proteinas
recombinantes de P. pastoris. Otras secuencias de sefial de levadura incluye la secuencia de sefial del factor de
emparejamiento alfa, la secuencia de sefial de invertasa, y las secuencias de sefial derivadas de otros polipéptidos
secretados por levaduras. Adicionalmente, estas secuencias de péptidos de sefial se pueden modificar para
proporcionar una secrecion aumentada en sistemas de expresion en levadoras diploides. Otras sefiales de secrecion
de interés también incluyen secuencias de sefial de mamifero, que pueden ser heterdlogas a las proteinas que se
van a secretar, o pueden ser una secuencia nativa de la proteina que se va a secretar. Las secuencias de sefial
incluyen secuencias pre-peptidicas, y en algunos casos pueden incluir secuencias pro-peptidicas. Muchas de dichas
secuencias de sefial se conocen en la técnica, incluyendo las secuencias de sefial que se encuentran en las
cadenas de inmunoglobulinas, por ejemplo, secuencia de preprotoxina K28, PHA-E, FACE, human MCP-1,
secuencias de sefial de seroalbimina humana, cadena pesada de Ig humana, cadena ligera de Ig humana, y
similares. Por ejemplo, véase Hashimoto et. al. Protein Eng 11(2) 75 (1998); y Kobayashi et. al. Therapeutic
Apheresis 2(4) 257 (1998).

La transcripcion puede aumentarse insertando una secuencia activadora transcripcional en el vector. Estos
activadores son elementos cis-actuantes de ADN, habitualmente de aproximadamente 10 a 300 pb, que actian
sobre un promotor para aumentar su transcripcion. Los amplificadores transcripcionales son relativamente
independientes de su orientacion y posicion, encontrandose 5’ y 3’ de la unidad de transcripcion, en un intrén, asi
como en la propia secuencia codificante. El amplificador puede cortarse y empalmarse en el vector de expresion en
una posiciéon 5’ o 3’ de la secuencia codificante, pero se localiza preferentemente en un sitio 5’ del promotor.

Los vectores de expresion que se utilizan en células huésped eucariotas también pueden contener secuencias
necesarias para la terminacion de la transcripcion y para estabilizar el ARNm. Dichas secuencias estan disponibles
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desde 30 del codon de terminacion de la traduccion, en regiones no traducidas de ADN o ADNCc viricos o de
eucariotas. Estas regiones contienen segmentos de nucledtido transcritas como fragmentos poliadenilados en la
parte sin traducir del ARNm.

La construcciéon de vectores adecuados que contienen uno o mas de los componentes enumerados anteriormente
emplean técnicas de unién convencionales o métodos de PCR/recombinacion. Los plasmidos aislados o fragmentos
de ADN se escinden, se adaptan, y se vuelven a unir de la forma que se desee para generar los plasmidos
necesarios o por medio de métodos de recombinacién. Para el analisis para confirmar las secuencias correctas en
los plasmidos construidos, se utilizan mezclad de union para transformar células huésped, y los transformantes
satisfactorios se seleccionan por resistencia a antibioticos (por ejemplo, ampicilina o Zeocina) cuando sea apropiado.
Se preparan plasmidos a partir de los transformantes, se analizan por digestién de endonucleasas de restriccion y/o
se secuencian.

Como alternativa a la restriccion y union de fragmentos, se pueden utilizar métodos de recombinacion basados en
sitios att y enzimas de recombinacioén para insertar secuencias de ADN en un vector. Dichos métodos se describen,
por ejemplo, por Landy (1989) Ann.Rev.Biochem. 58:913-949;, y se conocen por los expertos en la técnica. Dichos
métodos utilizan recombinacién de ADN intermolecular que estda mediada por una mezcla de proteinas de
recombinaciéon codificada por E. coli y lambda. La recombinacién se produce entre los sitios de union (att)
especificos en las moléculas de ADN que interactuan. Para una descripcion de los sitios att véase Weisberg y Landy
(1983) Site-Specific Recombination in Phage Lambda, in Lambda I, Weisberg, ed.(Cold Spring Harbor, NY:Cold
Spring Harbor Press), pp. 211-250. Los segmentos de ADN que flanquean los sitios de recombinaciéon se cambian,
de manera que después de cada recombinacion, los sitios att son secuencias hibridas compuestas de secuencias
donadas por cada uno de los vectores parentales. La recombinaciéon se puede producir entre ADN de cualquier
topologia.

Los sitios att se pueden introducir en una secuencia de interés uniendo la secuencia de interés en un vector
apropiado; generando un producto PCR que contiene los sitios att B por medio del uso de cebadores especificos;
generando una biblioteca de ADNc clonados en un vector apropiado que contiene sitios att,; y similares.

Plegamiento, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una estructura tridimensional de polipéptidos y
proteinas, donde las interacciones entre restos de aminoacidos actian para estabilizar la estructura. Aunque las
interacciones no covalentes son importantes para determinar la estructura, habitualmente las proteinas de interés
tendran enlaces disulfuro covalentes intra y/o intermoleculares formados por dos restos de cisteina. Para las
proteinas y polipéptidos de origen natural o derivados y variantes de los mismos, el plegamiento apropiados
normalmente la disposicion que resulta en una actividad bioldgica éptima, y puede ser controlado convenientemente
por ensayos de actividad, por ejemplo union de ligando, actividad enzimatica, etc.

En algunos casos, por ejemplo cuando el producto deseado tiene un origen sintético, los ensayos basados en la
actividad biolégica seran menos significativos. El plegamiento apropiado de dichas moléculas se puede determinar
basandose en las propiedades fisicas, consideraciones energéticas, estudios de modelado, y similares.

El huésped de expresion puede modificarse adicionalmente por la introduccion de secuencias que codifican una o
mas enzimas que aumentan el plegamiento y la formacién de enlaces disulfuro, es decir, plegasas, chaperoninas,
etc. Dichas secuencias se pueden expresar constitutivamente o induciblemente en la células huésped de levadura,
utilizando vectores, marcadores, etc., como se conoce en la técnica. Preferentemente, las secuencias incluyen
elementos reguladores transcripcionales suficientes para el patrén de expresion deseado, se integran establemente
en el genoma de la levadura por medio de una metodologia de direccionamiento.

Por ejemplo, la PDI de eucariota no solo es un catalizador eficaz de la oxidacion de cisteina proteica e isomerizacion
de enlaces disulfuro, sino que también presenta actividad chaperona. La co-expresién de PDI puede facilitar la
produccién de proteinas activas que tienen enlaces disulfuro multiples. También es interesante la expresion de BIP
(proteina de union de cadena pesada de inmunoglobulina), ciclofilina; y similares. Cada una de las cepas haploides
parentales pueden expresar una enzima con distinto plegamiento, por ejemplo, una cepa puede expresar BIP, y la
otra cepa puede expresar PDI o una combinacién de los mismos.

Las expresiones “proteina deseada” o “proteina diana” se utilizan de manera intercambiable y se refieren
generalmente a un anticuerpo humanizado o una parte de unién del mismo como se describe en el presente
documento. El término “anticuerpo” pretende incluir cualquier estructura molécula que contiene una cadena
polipeptidica con una forma especifica que se fija y reconoce un epitopo, , donde una o mas interacciones de union
no covalentes estabiliza el complejo entre la estructura molecular y el epitopo. La molécula de anticuerpo arquetipica
es la inmunoglobulina, y todos los tipos de inmunoglobulinas, I1gG, IgM, IgA, IgE, IgD, etc., de todas las fuentes, por
ejemplo, humanas, de roedores, conejos, vacas, ovejas, cerdos, perros, otros mamiferos, pollos, otras aves, etc., se
consideran que son “anticuerpos”. Una fuente preferida para producir anticuerpos utiles como material de partida de
acuerdo con la invencion son los conejos. Se han descrito numerosas secuencias codificantes de anticuerpo; y
pueden aparecer otras por métodos bien conocidos en la técnica. Los ejemplos de los mismos incluyen, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos humanos, y otros anticuerpos de mamiferos no humanos, anticuerpos humanizados,
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anticuerpos de cadena sencilla tales como scFv, anticuerpos de camélidos, nanocuerpos, IgNAR (anticuerpos de
cadena sencilla derivados de tiburones), agentes inmuno-farmacéuticos modulares pequefios (SMIP), y fragmentos
de anticuerpos tales como Fab, Fab’, F(ab’); y similares. Véase Streltsov VA, et al., Structure of a shark IgNAR
antibody variable domain and modeling of an early-developmental isotype, Protein Sci. 2005 Nov;14(11):2901-9.
Epub 2005 Sep 30; Greenberg AS, et al., A new antigen receptor gene family that undergoes rearrangement and
extensive somatic diversification in sharks, Nature. 1995 Mar 9;374(6518):168-73; Nuttall SD, et al., Isolation of the
new antigen receptor from wobbegong sharks, and use as a scaffold for the display of protein loop libraries, Mol
Immunol. Ago. de 2001 ;38(4):313-26; Hamers-Casterman C, et al., Naturally occurring antibodies devoid of light
chains, Nature. 1993 Jun 3;363(6428):446-8; Gill DS, et al., Biopharmaceutical drug discovery using novel protein
scaffolds, Curr Opin Biotechnol. Dic de 2006 ;17(6):653-8. Epub 2006 Oct 19.

Por ejemplo, los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno se pueden producir por modificacion genética. En
esta técnica, como con otros métodos, las células productoras de anticuerpos se sensibilizan con el antigeno
deseado o inmunoégeno. EI ARN mensajero aislado de las células productoras de anticuerpos se utiliza como una
matriz para producir ADNc utilizando una amplificacién por PCR. Una biblioteca de vectores, que contiene cada uno
un gen de cadena pesada y un gen de cadena ligera mantienen la especificidad antigénica inicial, se produce por
secciones apropiadas del ADNc de inmunoglobulina amplificado en vectores de expresion. Se construye una
biblioteca combinatoria combinando la biblioteca genética de cadena pesada con la biblioteca genética de cadena
ligera. Esto da como resultado una biblioteca de clones que co-expresan una cadena pesada y ligera (parecido al
fragmento Fab o fragmento de union al antigeno de una molécula de anticuerpo). os vectores que portan estos
genes se co-transfectan en una células huésped. Cuando se induce la sintesis genética de anticuerpos en el
huésped transfectado, las proteinas de cadena ligera y pesada se auto-ensamblan para producir anticuerpos activos
que se pueden detectar explorando con el antigeno o inmundégeno.

Las secuencias codificantes de anticuerpos de interés incluyen las codificadas por secuencias nativas, asi como
acidos nucleicos que, gracias a la degeneracion del cédigo genético, no son idénticas en secuencia a los acidos
nucleicos desvelados, y variantes de los mismos. Las variantes polipeptidicas pueden incluir sustituciones, adiciones
o eliminaciones de aminoacidos (aa). Las sustituciones de aminoacidos pueden ser sustituciones de aminoacidos
conservadoras o sustituciones para eliminar aminoacidos no esenciales, tales como los que alteran un sitio de
glucosilacion, o para minimizar el mal plegamiento o sustitucion o eliminacion de uno o mas restos de cisteina que
no son necesarios para la funcién. Las variantes se pueden disefiar de manera que mantengan o aumenten una
actividad bioldgica de una regién particular de la proteina (por ejemplo, un dominio funcional, restos de aminoacidos
cataliticos, etc.). Las variantes también incluyen fragmentos de polipéptidos desvelados en el presente documento,
particularmente fragmentos bioldgicamente activos y/o fragmentos correspondientes con dominios funcionales. Las
técnicas para mutagénesis in vitro de los genes clonados se conocen. También se describen polipéptidos que se
han modificado utilizando técnicas de biologia molecular habituales de manera que mejoren su resistencia a
degradacioén proteolitica o para optimizar las propiedades de solubilidad o para hacerlos mas adecuados como
agentes terapéuticos.

Se pueden producir anticuerpos quiméricos por medios recombinantes combinando las regiones variables de
cadena ligera y cadena pesada (V. y Vh), que se obtienen de células que producen anticuerpos de una especie con
las regiones constantes de cadena pesada y ligera de otra. Normalmente, los anticuerpos quiméricos utilizan
regiones variables de roedores o conejo y regiones constantes humanas, con el fin de producir un anticuerpo con
dominios predominantemente humanos. La producciéon de dichos anticuerpos quiméricos se conoce bien en la
técnica, y se puede conseguir por medios convencionales (como se describe, por ejemplo, en la Patente de EE. UU.
N° 5.624.659). Se contempla adicionalmente que las regiones constantes humanas de los anticuerpos quiméricos de
la invencion se pueden seleccionar de entre regiones constantes de IgG1, 1gG2, 1IgG3, 1gG4, 1gG5, 1gG6, 1gG7, IgG8,
IgG9, IgG10, IgG11, IgG12, IgG13, IgG14, 1IgG15, IgG16, IgG17, 1IgG18 o IgG19.

Los anticuerpos humanizados se modifican para que contengan mas dominios de inmunoglobulina tipo humano, e
incorporan solo las regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo derivado de animales. Esto se
consigue examinando cuidadosamente la secuencia de los bucles hipervariables de las regiones variables del
anticuerpo monoclonal y ajustandolos a la estructura de las cadenas de anticuerpo humano. Aunque aparentemente
complejo, el proceso es sencillo en la practica. Véase, por ejemplo, Patente de EE. UU. N° 6.187.287.

Ademas de inmunoglobulinas completas (o sus equivalentes recombinantes) se pueden sintetizar fragmentos de
inmunoglobulina que comprenden el sitio de unidon al epitopo (por ejemplo, Fab, F(ab’), u otros fragmentos).
“Fragmento”, o inmunoglobulinas minimas se pueden disefar utilizando técnicas de inmunoglobulina recombinantes.
Por ejemplo, las inmunoglobulinas “Fv” se pueden utilizar sintetizando una region variable de cadena ligera
fusionada con una region variable de cadena pesada. Las combinaciones de anticuerpos también tienen interés, por
ejemplo, los diacuerpos, que comprenden dos especifidades distintas de Fv. En otra realizacion de la invencion, se
engloban los SIMP (agentes inmunofarmacéuticos de molécula pequefia), camelicuerpos, nanocuerpos, e IgNAR en
los fragmentos de inmunoglobulina.

Las inmunoglobulinas y fragmentos de las mismas se pueden modificar post-traduccionalmente, por ejemplo,
afiadiendo restos efectores tales como enlazadores quimicos, restos detectables, tales como colorantes
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fluorescentes, enzimas, toxinas, sustratos, materiales bioluminiscentes, materiales radioactivos, restos
quimioluminiscentes y similares, o se pueden utilizar restos de union especifica, tales como estreptavidina, avidina o
biotina, y similares en los métodos y composiciones de la presente invencion. Ejemplos de moléculas efectoras
adicionales se proporcionan posteriormente.

La expresion “levadura poliploide que expresa establemente o expresa un polipéptido heterélogo secretado deseado
durante un tiempo prolongado” se refiere a un cultivo de levaduras que secreta dicho polipéptido durante al menos
varios dias a una semana, mas preferentemente al menos un mes, incluso mas preferentemente al menos 1-6
meses, e incluso mas preferentemente durante mas de un afio a niveles de expresion con un umbral, normalmente
al menos de 10-25 mg/litro y preferentemente sustancialmente mayores.

La expresion “cultivo de levadura poliploide que secreta cantidades deseadas de polipéptido recombinante” se
refiere a cultivos que secretan establemente o durante periodos prolongados al menos 10-25 mg/litro de polipéptidos
heterélogos, mas preferentemente al menos 50-500 mg/litro, y mas preferentemente 500-1000 mg/litro o mas.

Una secuencia de polinucledtido “se corresponde” con una secuencia de polipéptido se la traduccién de la secuencia
de polinucledtido de acuerdo con el codigo genético da lugar a la secuencia de polipéptido (es decir, la secuencia de
polinucleétido “codifica” la secuencia de polipéptido), una secuencia de polinucleétido “se corresponde” con otra
secuencia de polinucledtido si las dos secuencias codifican la misma secuencia de polipéptido.

Una region o dominio “heterélogos” de una construccion de ADN es un segmento identificable de ADN en una
molécula de ADN mayor que no se encuentra asociada con la molécula mayor en la naturaleza. Por lo tanto, cuando
la region heterdéloga codifica un gen de mamifero, el gen estara habitualmente flanqueado por un ADN que no
flanquea el ADN gendmico de mamifero en el genoma del organismo de origen. Otro ejemplo de una region
heteréloga es una construccion en la que la propia secuencia codificante no se encuentra en la naturaleza (por
ejemplo, un ADNc donde la secuencia codificante gendmica contiene intrones, o secuencias sintéticas que tienen
codones diferentes al gen nativo). Las variaciones alélicas de eventos mutacionales de origen natural no dan lugar a
una region heteréloga de ADN como se define en el presente documento.

Una “secuencia codificante” es una secuencia en fase de codones que (en vista del codigo genético) se corresponde
con o codifica una secuencia proteica o peptidica. Dos secuencias codificantes se corresponden entre ellas si las
secuencias 0 sus secuencias complementarias codifican las mismas secuencias de aminoacidos. Una secuencia
codificante asociada con las secuencias reguladoras apropiadas se pueden transcribir y traducir en un polipéptido.
Habitualmente se localizaran una sefial de poliadenilacion y una secuencia de terminacion de la transcripcion 3’ de
la secuencia codificante. Una “secuencia promotora” es una region de ADN reguladora capaz de unirse a la ARN
polimerasa en una célula e iniciar la transcripcion de una secuencia codificante corriente abajo (en direccién 3'). Las
secuencias promotoras normalmente contienen sitios adicionales para unirse a las moléculas reguladoras (por
ejemplo, factores de transcripcion) que afectan a la transcripcion de la secuencia codificante. Una secuencia
codificante esta “bajo el control” de una secuencia promotora o esta “unida operativamente” al promotor cuando la
ARN polimerasa se une a la secuencia promotora en una célula y transcribe la secuencia codificante en ARNm, que
luego a su vez se traduce en la proteina codificada por la secuencia codificante.

Se utilizan vectores para introducir una sustancia ajena, tal como ADN, ARN o proteinas, en un organismo o célula
huésped. Los vectores tipicos incluyen virus recombinantes (para polinucleétidos) y liposomas (para polipéptidos).
Un “vector ADN” es un replicon, tal como un plasmido, fago o césmido, al que se puede unir otro segmento de
polinucledtido, de manera que se lleva a cabo la replicacion del segmento unido. Un “vector de expresion” es un
vector ADN que contiene secuencias reguladoras que dirigiran la sintesis del polipéptido por una célula huésped
apropiada. Esto habitualmente significa un promotor para unir la ARN polimerasa e iniciar la transcripcion de ARNm,
asi como sitios de union al ribosoma y sefales de iniciacion para dirigir la traduccion del ARNm en un polipéptido(s).
La incorporacion de una secuencia de polinucleétido en un vector de expresion en el sitio apropiado y en una fase
de lectura correcta, seguido por la transformaciéon de una célula huésped apropiada por el vector, hace posible la
produccién de un polipéptido codificado por dicha secuencia de polinucledétido.

“Amplificacion” de secuencias de polinucleétido es la produccién in vitro de multiples copias de una secuencia de
acido nucleico particular. La secuencia amplificada esta habitualmente en forma de ADN. Se ha descrito una
variedad de técnicas para llevar a cabo dicha amplificacién en un articulo de revision de Van Brunt (1990,
Bio/Technol., 8(4):291-294). La reaccién en cadena de polimerasa o PCR es un prototipo de amplificacion de acidos
nucleicos, y el uso de la PCR en el presente documento se deberia considerar ejemplar de otras técnicas de
amplificacién adecuadas.

La estructura general de los anticuerpos en vertebrados se entiende bien ahora (Edelman, G. M., Ann. N.Y. Acad.
Sci., 190: 5 (1971)). Los anticuerpos consisten en dos cadenas de polipéptido ligeras idénticas de un peso molecular
de aproximadamente 23.000 Daltons (la “cadena ligera”), y dos cadenas pesadas idénticas de peso molecular
53.000-70.000 (la “cadena pesada”). Las cuatro cadenas se unen por enlaces disulfuro en una configuracion en “Y”
en donde las cadenas ligeras se unen a las cadenas pesadas que comienzan en la boca de la configuracién en “Y”.
La parte “ramificada” de la configuracion en “Y” se designa region Fap; la parte del tallo de la configuracion en “Y” se
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designa como region Fc. La orientacion de la secuencia de aminoacidos recorre desde el extremo N en la parte
superior de la configuracion en “Y” hasta el extremo C en el fondo de cada cadena. El extremo N posee la region
variable que tiene la especificidad por el antigeno que los produce, y tiene aproximadamente 200 aminoacidos de
longitud, habiendo ligeras variaciones entre la cadena ligera y pesada y de anticuerpo a anticuerpo.

La region variable se une en cada cadena a una region constante que extiende la longitud restante de la cadena y
que en una clase particular de anticuerpo no varia con la especificidad del anticuerpo (es decir, el antigeno lo
produce). Hay cinco clases principales conocidas de regiones constantes que determinan la clase de la molécula de
inmunoglobulina (IgG, IgM, IgA, IgD, e IgE que se corresponden con regiones constantes de cadena pesada vy, y, q,
0 y € (gamma, mu, alfa, delta, o épsilon)). La regién constante o clase determina una funcién efectora posterior del
anticuerpo, incluyendo la activacion del complemento (Kabat, E. A., Structural Concepts in Immunology and
Immunochemistry, 22 Ed., p. 413-436, Holt, Rinehart, Winston (1976)), y otras respuestas celulares (Andrews, D. W.,
et al., Clinical Immunobiology, pp 1-18, W. B. Sanders (1980); Kohl, S., et al., Inmunology, 48: 187 (1983)); aunque
la region variable determina el antigeno con el que reaccionaran. Las cadenas ligeras se clasifican como k (kappa) o
A (lambda). Cada clase de cadena pesada se puede emparejar con cualquier cadena ligera kappa o lambda. Las
cadenas ligeras y pesadas se unen covalentemente entre ellas, y las porciones de “cola” de las dos cadenas
pesadas se unen entre ellas por uniones disulfuro covalentes cuando las inmunoglobulinas se generan en
hibridomas o por células B.

La expresion “region variable” o “VR” se refiere a los dominios de cada par de cadenas pesadas y ligeras de un
anticuerpo que estan implicadas directamente en la unién del anticuerpo al antigeno. Cada cadena pesada tiene en
un extremo un dominio variable (V) seguido por varios dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio
variable (VL) en un extremo y un dominio constante en su otro extremo, el dominio constante de cadena ligera se
alinea con el primer dominio constante de la cadena pesada, y el dominio variable de cadena ligera se alinea con el
dominio variable de la cadena pesada.

Las expresiones “region determinante de complementariedad”, “region hipervariable” o “CDR” se refiere a una o mas
de las regiones hiper-variables o determinantes de complementariedad (CDR) que se encuentran en las regiones
variables de cadenas pesadas o ligeras de un anticuerpo (Véase Kabat, E. A. et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, National Institutes of Health, Bethesda, Md., (1987)). Estas expresiones incluyen las
regiones hipervariables como las define Kabat et al. ("Se~quences of Proteins of Immunological Interest," Kabat E.,
et al., US Dept. of Health and Human Services, 1983) o los bucles hipervariables en las estructuras tridimensionales
de los anticuerpos (Chothia y Lesk, J Mol. Biol. 196 901-917 (1987)). Las CDR de cada cadena se mantienen en
estrecha proximidad por las regiones marco conservadas y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la
formacioén del sitio de unién al antigeno. En las CDR hay aminoacidos seleccionados que se han descrito como
regiones determinantes de selectividad (SDR) que representan los restos de contacto criticos que utilizan las CDR
en la interaccion anticuerpo-antigeno (Kashmiri, S., Methods, 36:25-34 (2005)).

Las expresiones “region marco conservada” o “FR” se refiere a una o mas de las regiones marco conservadas en las
regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo (Véase Kabat, E. A. et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, National Institutes of Health, Bethesda, Md., (1987)).. Estas expresiones incluyen
las regiones de secuencia de aminoacidos interpuestas entre las CDR en las regiones variables de las cadenas
ligeras y pesadas de un anticuerpo.

Anticuerpos anti-IL-6 y fragmentos de unién de los mismos

La invencion incluye anticuerpos que tienen especificidad de unién por IL-6 y poseen una secuencia variable de
cadena ligera que comprende la secuencia expuesta a continuacion:

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGARCAYDMTQTPASVSAAVGGTVTIKCQASQSINNEL
SWYQOQKPGQRPKLLIYRASTLASGVSSRFKGSGSGTEFTLTISDLECADAATYYCQ
QGYSLENIDNAFGGGTEVVVEKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN (SEQ
ID NO»: 2).

La invencion también incluye anticuerpos que tienen una especificidad de union por IL-6 y poseen una secuencia
variable de cadena pesada que comprende la secuencia expuesta a continuacion:
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METGLEWLLLYAVLRGYQCQSLEESGGRLVTPGTPLTLTCTASGESLSNYYVTWY
ROAPGKGLEWIGITY GSDETAY ATWAIGRFTISKTSTTVDLEMTSLTAADTATYFC
ARDDSSDWDAKENLWGQGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
(SEQ ID NO: 3).

La invencion contempla adicionalmente anticuerpos que comprenden las secuencias polipeptidicas de SEQ ID NO:
4; SEQ ID NO: 5; y SEQ ID NO: 6 que se corresponde con las regiones determinantes de complementariedad (CDR,
o regiones hipervariables) de la secuencia variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 2, y las secuencias
polipeptidicas de SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; y SEQ ID NO: 9 que se corresponden con las regiones
determinantes de complementariedad (CDR, o regiones hipervariables) de la secuencia variable de cadena pesada
de SEQ ID NO: 3.

En otra realizacion, la invencion contempla otros anticuerpos, tales como por ejemplo, anticuerpos quiméricos que
comprenden las secuencias polipeptidicas de SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 5; y SEQ ID NO: 6 que se corresponden
con las regiones determinantes de complementariedad (CDR, o regiones hipervariables) de la secuencia variable de
cadena ligera de SEQ ID NO: 2, y las secuencias polipeptidicas de SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; y SEQ ID NO: 9
que se corresponden con las regiones determinantes de complementariedad (CDR, o regiones hipervariables) de la
secuencia variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 3.

La invencion contempla también fragmentos del anticuerpo que tienen una especificidad de unién por IL-6. En una
realizacion de la invencion, los fragmentos de anticuerpo de la invencion comprenden, o alternativamente consisten,
en la secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 2, y comprenden, o alternativamente consisten, en la secuencia
polipeptidica de SEQ ID NO: 3.

La invencién también contempla fragmentos de los anticuerpos que tienen especificidad de union por IL-6 donde los
fragmentos comprenden, o alternativamente consisten en, todos los siguientes fragmentos de anticuerpo: la region
variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 2, la region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 3; las regiones
determinantes de complementariedad (SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 5; y SEQ ID NO: 6) de la regién variable de
cadena ligera de SEQ ID NO: 2; y las regiones determinantes de complementariedad (SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8;
y SEQ ID NO: 9) de la regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 3.

La invencién también contempla variantes donde cualquiera de las secuencias polipeptidicas de cadena pesada de
SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19 se sustituyen por la secuencia polipeptidica de cadena pesada de SEQ ID NO: 3; y
la secuencia polipeptidica de cadena ligera de SEQ ID NO: 20 se sustituye por la secuencia polipeptidica de cadena
ligera de SEQ ID NO: 2. La secuencia de CDR de cadena pesada de SEQ ID NO: 120 se puede sustituir por la
secuencia CDR de cadena pesada de SEQ ID NO: 8.

En una realizacion preferida de la invencion, el anticuerpo anti-IL-6 es Ab1, que comprende SEQ ID NO: 2 y SEQ ID
NO: 3, o SEQ ID NO alternativos expuestos en el parrafo [0084] posterior, y que tienen al menos una de las
actividades bioldgicas expuestas en el presente documento.

En otra realizacién, la invenciéon contempla un anticuerpo anti-IL-6 aislado que comprende una secuencia
polipeptidica V4 seleccionada de entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 3, 18, y 19; y ademas comprende una
secuencia polipeptidica V. seleccionada de entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 2 y 20 o una variante de las
mismas donde uno o mas de los restos de la regién marco conservada (restos FR) de dicho polipéptido V4 0 V. se
ha sustituido con otro resto de aminoacido dando como resultado un anticuerpo anti-IL-6 que se une
especificamente a IL-6. La invencién contempla formas humanizadas y quiméricas de estos anticuerpos. Los
anticuerpos quiméricos pueden incluir un derivado Fc de las regiones constantes de IgG1, 1I9G2, 1gG3, 1gG4, IgG5,
1gG6, 1gG7, IgG8, 1gG9, 1IgG10, IgG11, 1IgG12, IgG13, IgG14, 1IgG15, IgG16, IgG17, IgG18 o 1gG19.

En una realizacion de la invencion, los anticuerpos o polipéptidos V4 0 Vi se originan o se seleccionan de una o mas
poblaciones de células B de conejo antes del inicio del proceso de humanizacién al que se hace referencia en el
presente documento.

En otra realizacion de la invencion, los anticuerpos anti-IL-6 y fragmentos de los mismos tienen especificidad de
union por homologos de primate de la proteina IL-6 humana. Ejemplos no limitantes de homélogos de primates de la
proteina IL-6 humana son IL-6 obtenidas de Macaca fascicularis (también conocido como mono Cynomolgus) y el
mono Rhesus. En otra realizacion de la invencion, los anticuerpos anti-IL-6 y los fragmentos de los mismos inhiben
la asociacion de IL-6 con el IL-6R, y/o la produccion de complejos IL-6/IL-6R/gp130 y/o la producciéon de multimeros
IL-6/IL-6R/gp130 y/o antagonizan los efectos bioldgicos de uno o mas de los siguientes.

Como se establece en el parrafo [0062] en el presente documento, los anticuerpos y fragmentos de los mismos se
pueden modificar post-traduccionalmente para afadir restos efectores tales como enlazadores quimicos, restos
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detectables tales como o ejemplo colorantes fluorescentes, enzimas, sustratos, materiales bioluminiscentes,
materiales radioactivos, y restos quimioluminiscentes, o restos funcionales tales como por ejemplo, estreptavidina,
avidina, biotina, una citotoxina, un agente citotdxico , y materiales radioactivos.

Con respecto a los restos detectables, enzimas ejemplares adicionales incluyen, pero no se limitan a, peroxidasa de
rabano rusticano, acetilcolinesterasa, fosfatasa alcalina, befa-galactosidasa y luciferasa. Los materiales
fluorescentes ejemplares adicionales incluyen, pero no se limitan a, rodamina, fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina, umbeliferona, diclorotriacinilamina, ficoeritrina y cloruro de dansilo. Los restos quimioluminiscentes
ejemplares adicionales incluyen, pero no se limitan a, luminol. Materiales bioluminiscentes ejemplares adicionales
incluyen, pero no se limitan a, luciferina y aecuorina. Materiales radiactivos ejemplares adicionales incluyen, peor no
se limitan a, Yodo 125 ('?1), Carbono 14 ('*C), Azufre 35 (**S), Tritio (*H) y Fosforo 32 (**P).

Con respecto a los restos funcionales, los agentes citotoxicos ejemplares incluyen, peor no se limitan a, metotrexato,
aminopterina, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo descarbacina; agentes alquilantes tales
como mecloretamina, tiotepa, clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU), mitomicina C, lomustina (CCNU) 1-
metilnitrosourea, ciclofosfamida, mecloretamina, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, cis-
diclorodiamina platino (II) (DDP) cisplatino y carboplatino (para platino); antraciclinas que incluyen daunorrubicina
(anteriormente daunomicina), doxorrubicina (adriamicina) detorrubicina, carminomicina, idarrubicina, epirrubicina,
mitoxantrona y bisantreno; antibidticos que incluyen actinomicina (actinomicina D), bleomicina, caliqueamicina,
mitramicina, y antramicina (AMC); y agentes antimicoticos tales como los alcaloides de la vinca, vincristina y
vinblastina. Otros agentes citotoxicos incluyen paclitaxel (taxol), ricino ,exotoxina de Pseudomonas, gemcitabina,
citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, etopdsido, tenopdsido, colchicina, dihidroxiantracindiona,
1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propanolol, puromicina, procarbacina,
hidroxiurea, asparaginasa, corticosteroides, mitotano (O-P’-(DDD)), interferones y mezclas de estos agentes
citotoxicos.

Agentes citotdxicos adicionales incluyen, pero no se limitan a, agentes quimioterapicos tales como carboplatino,
cisplatino, paclitaxel, gemcitabina, calicreamicina, doxorrubicina, 5- fluorouracilo, mitomicina C, actinomicina D,
ciclofosfamida, vincristina, y bleomicina. Las enzimas téxicas de plantas y bacterias tales como ricino, toxina diftérica
y toxina de Pseudomonas se pueden conjugar con anticuerpo humanizados, o fragmentos de union de los mismos,
para generar reactivos citotoxicos especificos del tipo celular (Youle, et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 77:5483
(1980); Gilliland, et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 77:4539 (1980); Krolick, et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 77:5419
(1980)).

Otros agentes citotoxicos incluyen ribonucleasas como describe Goldenberg en la Pat. de EE. UU. N° 6.653.104.
Ciertas realizaciones de la invencion también se refieren a inmunoconjugados en los que un radiontclido que emite
particulas alfa o beta se acopla establemente al anticuerpo, o fragmentos de unién del mismo, con o sin el uso de un
agente formador de complejos. Dichos radiontclidos incluyen emisores beta tales como Fosforo-32 (**P), Scandio-
47 (*’Sc), Cobre-67 (°’Cu), Galio-67 (°’Ga), Ytrio-88 (*8Y), Ytrio-90 (*°Y), Yodo-125 ('®1), Yodo-131 ('*'l), Samario-
153 ("*Sm), Lutecio-177 ("""Lu), Rhenio-186 ('*°*Re) o Rhenio-188 ('®Re), y emisores alfa tales como Astato-211
(*"At), Plomo-212 (*'?Pb), Bismuto-212 (¥'?Bi) o Bismuto-213 (***Bi) o Actinio-225 (**Ac).

Se conocen métodos en la técnica para conjugar un anticuerpos o un fragmento de uniéon del mismo a un resto
detectable y similares, tales como, por ejemplo, los métodos descritos por Hunter et al, Nature 144:945 (1962); David
et al, Biochemistry 13:1014 (1974); Pain et al, J. Immunol. Meth. 40:219 (1981); y Nygren, J., Histochem. and
Cytochem. 30:407 (1982).

Las realizaciones descritas en el presente documento incluyen adicionalmente variantes y equivalentes que son
sustancialmente homologas a los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, diacuerpos, SMIP, camelicuerpos,
nanocuerpos, IgNAR, polipéptidos, regiones variables y CDR expuestos en el presente documento. Estos pueden
contener, por ejemplo, mutaciones de sustitucion conservadoras, (es decir, la sustitucion de uno o mas aminoacidos
por aminoacidos similares). Por ejemplo, sustitucion conservadora se refiere a la sustitucion de un aminoacido con
otro con la misma clase general, por ejemplo, un aminoacido acido con otro aminoacido acido, un aminoacido basico
con otro aminoacido basico, o un aminoacido neutro con otro aminoacido neutro. Lo que se entiende por una
sustitucion de aminoacidos conservadora se conoce bien en la técnica.

En otra realizacion, la invencién contempla secuencias polipeptidicas que tienen al menos un 90 % o mas de
homologia de secuencia con cualquiera o mas de las secuencias polipeptidicas de fragmentos de anticuerpo,
regiones variables y CDR expuestas en el presente documento, Mas preferentemente, la invencion contempla
secuencias polipeptidicas que tienen al menos un 95 % o mas de homologia de secuencia, incluso mas
preferentemente al menos un 98 % o mas de homologia de secuencia, y aun mas preferentemente al menos un
99 % o mas de homologia de secuencia con una cualquiera o mas de las secuencias polipeptidicas de fragmentos
de anticuerpo, regiones variables y CDR que se exponen en el presente documento. Los métodos para determinar la
homologia entre secuencias de acido nucleico y aminoacidos son bien conocidos por los expertos habituados en la
técnica.
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También se describen los homologos de polipéptidos mencionados anteriormente de los fragmentos de anticuerpo,
regiones variables y CDR expuestos en el presente documento que tienen adicionalmente actividad anti-IL-6.
Ejemplos no limitantes de actividad anti-IL-6 se exponen en el presente documento, por ejemplo, en los parrafos
[0731]-[0736] posteriormente.

Se describen en el presente documento la generacion y uso de anticuerpos anti-idiotipicos que se unen a cualquiera
de las secuencias anteriores. En una realizacion ejemplar, dicho anticuerpo anti-idiotipico se podria administrar a un
sujeto que ha recibido un anticuerpo anti-IL-6 para modular, reducir o neutralizar, el efecto del anticuerpo anti-IL-6.
Dichos anticuerpos anti-idiotipicos podrian ser Utiles también en el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria
que se caracterice por la presencia de anticuerpos anti-IL-6. Un uso ejemplar adicional de dichos anticuerpos anti-
idiotipicos es para la detecciéon de los anticuerpos anti-IL-6 de la presente invencion, por ejemplo para comprobar los
niveles de los anticuerpos anti-IL-6 presentes en la sangre u otros fluidos corporales del sujeto.

También se describen anticuerpos anti-IL-6 que comprenden cualquiera de las secuencias de polipéptido o
polinucleétido descritas en el presente documento sustituidas por cualquiera de otras secuencias de polinucleétido
descritas en el presente documento. Por ejemplo, sin limitacion a esto, la presente invenciéon contempla anticuerpos
que comprenden la combinacion de cualquiera de las secuencias variables de cadena ligera y variable de cadena
pesada descritas en el presente documento, y ademas contempla anticuerpos que resultan de la sustitucion de
cualquiera de las secuencias CDR descritas en el presente documento por cualquiera de otras secuencias CDR
descritas en el presente documento.

Realizaciones ejemplares adicionales de la invencion

En otra realizacion, la invencién contempla uno o mas anticuerpos anti-IL-6 humana o fragmentos de anticuerpo que
se unen especificamente al mismo epitopo(s) lineal o conformacional y/o compite por la unién al mismo epitopo(s)
lineal o conformacional en un polipéptido IL-6 humano intacto o un fragmento del mismo como un anticuerpo anti-IL-
6 humana que es el Ab1.

En otra realizacion de la invencion, el anticuerpo anti-IL-6 humana que se une especificamente al mismo epitopo(s)
lineal o conformacional en un polipéptido IL-6 intacto o fragmento del mismo se une(n) especificamente a Ab1 unido
a un epitopo(s) IL-6 como se cerciora por mapeo epitdpico utilizando fragmentos peptidicos lineales solapados que
abarcan la longitud completa del polipéptido IL-6 humano nativo. En una realizacién de la invencion, el epitopo de IL-
6 comprende, o alternativamente consiste en, uno o mas restos comprendidos en los fragmentos de IL-6
seleccionados de entre los que engloban respectivamente los restos de aminoacidos 37-51, restos de aminoacidos
70-84, restos de aminoacidos 169-183, restos de aminoacidos 31-45 y/o restos de aminoacidos 58-72.

La invencion se refiere también a un anticuerpo anti-IL-6 que se une con el mismo epitopo IL-6 y/o compite con un
anticuerpo anti-IL-6 por la unién a IL-6 como un anticuerpo o fragmento de anticuerpo desvelado en el presente
documento, incluyendo pero sin limitarse a un anticuerpo anti-IL-6 que es Ab1.

En ofra realizacion, la invencion se refiere también a un anticuerpo anti-IL-6 aislado o fragmento de anticuerpo que
comprende una o mas de las CDR contenidas en las secuencias polipeptidicas V4 seleccionadas de entre el grupo
que consiste en: SEQ ID NO: 3, 18 y 19, y una o mas de las CDR contenidas an la secuencia polipeptidica V. que
consisten en 2y 20.

La invencién contempla adicionalmente que el uno o mas anticuerpos anti-IL-6 humana que se ha tratado
anteriormente esté aglucosilado; que contenga una region Fc que se ha modificado para alterar la funcion efectora,
semivida, protedlisis, y/o glucosilacion; sea humano, humanizado, de cadena sencilla o quimérico; y que sea un
anticuerpo humanizado derivado de un anticuerpo de conejo (parental anti-IL-6 humana.

La invencidon contempla ademas uno o mas anticuerpos anti-IL-6 humana donde las regiones marco conservadas
(FR) de la region variable ligera y la region variable pesada de dicho anticuerpo respectivamente son FR humanas
que no estan modificadas o que se han modificado por sustitucion de como mucho 2 o 3 restos de FR humanos y de
la region variable de cadena ligera o pesada con los restos FR correspondientes del anticuerpo de conejo parental, y
donde dichas FR humanas se han derivado de secuencias de anticuerpo variables de cadena pesada y ligera
humanas que se han seleccionad de un biblioteca de secuencias de anticuerpos de la linea germinal humana
basandose en sus altos niveles de homologia con las regiones variables de cadena pesada o ligera de conejo con
respecto a otras secuencias de anticuerpo de la linea germinal humana contenidas en la biblioteca.

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo anti-IL-6 humana o fragmento se une especificamente a células que
expresan IL-6 humana y/o a moléculas de IL-6 solubles circulantes in vivo, incluyendo la IL-6 expresada sobre o por
células humanas en un paciente con una enfermedad asociada con las células que expresan IL-6.

En otra realizacion, la enfermedad se selecciona de entre fatiga general, fatiga inducida por el ejercicio, fatiga

relacionada con el cancer, fatiga relacionada con una enfermedad inflamatoria, sindrome de fatiga crénica, caquexia
relacionada con el cancer, caquexia relacionada con enfermedad cardiaca, caquexia relacionada con enfermedad

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2610607 T3

respiratoria, caquexia relacionada con enfermedad renal, caquexia relacionada con la edad, artritis reumatoide,
lupus eritematoso sistémico (LES), artritis idiopatica juvenil, psoriasis, artropatia psoriasica, espondilitis anquilosante,
enfermedad intestinal inflamatoria (IBD), polimialgia reumatica, arteritis de células gigantes, vasculitis
autoinmunitaria, enfermedad del injerto contra el huésped (GVHD), sindrome de Sjogren, enfermedad de Still de
aparicion adulta, artritis reumatoide, linfoma de Hodgkin sistémico, linfoma no de Hodgkin, cancer de prostata,
leucemia, cancer de células renales, enfermedad de Castleman multicéntrica, cancer ovarico, resistencia a farmacos
en quimioterapia contra el cancer, toxicidad a la quimioterapia contra el cancer, enfermedad cardiaca isquémica,
aterosclerosis, obesidad, diabetes, asma, esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad
cerebrovascular, fiebre, respuesta en fase aguda, alergias, anemia, anemia inflamatoria (anemia de enfermedad
cronica), hipertension, depresion, depresion asociada con enfermedad crénica, trombosis, trombocitosis, fallo
cardiaco agudo, sindrome metabdlico, aborto espontaneo, obesidad, prostatitis cronica, glomerulonefritis,
enfermedad inflamatoria pélvica, lesion por re-perfusion, rechazo de trasplantes, enfermedad de injerto contra el
huésped (GVHD), gripe aviar, varicela, gripe pandémica, sindrome de disfuncion respiratoria del adulto (SDRA)
sindrome respiratorio agudo severo (SARS), sepsis, cancer, trastorno inflamatorio, trastorno virico, o trastorno
autoinmunitario. En una realizacion particularmente preferida, la enfermedad es artritis, caquexia, y enfermedad
debilitante.

La invencion contempla ademas anticuerpos anti-lL-6 humana unidos directa o indirectamente a un marcador
detectable o agente terapéutico.

La invencién también contempla una o mas secuencias de aminoacidos que dan como resultado la expresién de un
anticuerpo anti-IL-6 humana o fragmento de anticuerpo como se ha expuesto anteriormente, incluyendo los que
comprenden, o alternativamente consisten en, codones preferidos humanos o de levadura. La invenciéon también
contempla vectores (que incluyen plasmidos o vectores viricos recombinantes) que comprenden dichas secuencias
de acido nucleico. La invencion también contempla células huésped o células huésped recombinantes que expresan
al menos uno de los anticuerpos expuestos anteriormente, incluyendo células de mamifero, levadura, bacterianas y
de insecto.. La célula huésped puede ser una célula de levadura. La célula de levadura puede ser una célula de
levadura diploide, La células de levadura puede ser una levadura Pichia.

La invencion también contempla anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno para su uso en un método de
tratamiento que comprende la administracion a un paciente con una enfermedad o afeccién con células que
expresan IL-6 una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un anticuerpo anti-IL-6 humana o fragmento. las
enfermedades que se pueden tratar se presentan en la lista no limitante expuesta anteriormente. En una realizacién
preferida, la enfermedad se selecciona de entre un cancer, una enfermedad autoinmunitaria, o afeccion inflamatoria.
En una realizacion particularmente preferida, la enfermedad es cancer o infeccién virica. En otra realizacion el
tratamiento incluye ademas la administracion de otro agente terapéutico que se selecciona de entre quimioterapia,
radioterapia, administracién de citocinas o terapia genética.

La divulgaciéon contempla ademas un método de formacion de imagenes in vivo que detecta la presencia de células
que expresan IL-6 administrando una cantidad diagnésticamente eficaz de al menos un anticuerpo anti-IL-6 humana.
En una realizacion, dicha administracion incluye ademas la administracion de un radiontclido o fluoréforo que facilita
la deteccion del anticuerpo a los sitien de la enfermedad que expresan IL-6. En otra realizacion de la divulgacion el
método de formacion de imagenes in vivo se utiliza para detectar tumores que expresan IL-6 o metastasis o se
utiliza para detectar la presencia de sitios con trastornos autoinmunitarios asociados con células que expresan IL-6.
En una realizacion adicional, los resultados de dicho método de formacién de imagenes in vivo se utiliza para facilitar
el disefio de un régimen terapéutico apropiado, incluyendo regimenes terapéuticos que incluyen radioterapia,
quimioterapia o una combinacién de las mismas

Polinucleétidos que codifican anticuerpos polipeptidicos anti-IL-6
La invencién se refiere adicionalmente a polinucleétidos que codifican los anticuerpos que tienen especificidad de

union para IL-6. En una realizacion de la invencion, los polinucledtidos de la invencion comprenden la siguiente
secuencia de polinucledtido que codifica la secuencia polipeptidica variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 2:
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ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTG
GCTCCCAGGTOGCCAGATGTGOCTATCATATCACCCAGACTCCAGUCTCGGTGTC
TGCAGCTGTGGGAGGCACAGTCACCATCAACTGCCAGGOCAGTCAGAGCATTA
ACAATGAATTATCCTGOGTATCAGCAGAAACCACGGUCAGUGTCCCAAGCTUCTG
ATCTATAGGGCATCCACTCTGGCATCTCGGGTCTCATCGCGGTTCAAAGGCAGT
GOATCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCGACCTGGAGTGTGCCGATGC
TGCCACTTACTACTGTCAACAGGGTTATAGTCTGAGGAATATTGATAATGCTTT
CCGCGGAGOOGACCGAGGTGGTGOGTCAAACGTACGOTAGOGGCCCCATOTGTCT
TCATCTICCCGOCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGT
GCCTGCTGAATAACTT (SEQ 1D NO: 10)

En otra realizacién de la invencion, los polinucleétidos de la invencion comprenden la siguiente secuencia de
polinucleétido que codifica la secuencia polipeptidica variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 3:

ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGG
TOTCCAGTGTCAGTCGCTGGAGGAGTCCGOGGOGTCGUCTGGTCACGCUTGGGA
CACCCCTGACACTCACCTGCACAGCCTCTGGATTCTCCCTCAGTAACTACTACG
TGACCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAATGGATCGGAATCATT
TATGGTAGTGATGAAACGGCCTACGCGACCTGGGCGATAGGCCGATTCACCAT
CTCCAAAACCTCGACCACGGTGGATCTGAAAATGACCAGTCTGACAGCCGCGG

ACACGGCCACCTATTTCTGTGCCAGAGATGATAGTAGTGACTGGGATGCAAAA
TITAACTTGTGGGGCCAAGGCACCCTGGTCACCGTCTCGAGCGCCTCCACCAA
GGGCCCATCOGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCAC
AGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGG (SEQ ID NO: 11).

En una realizacion adicional de la invencion, los polinucledtidos que codifican fragmentos del anticuerpo que tiene
especificidad de unién para IL-6 comprende una o mas de las secuencias de polinucleétido de SEQ ID NO: 12; SEQ
ID NO: 13; y SEQ ID NO: 14 que se corresponden con polinucleétidos que codifican las regiones determinantes de
complementariedad (CDR o regiones hipervariables) de la secuencia variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 2.

En una realizacion adicional de la invencion, los polinucleétidos que codifican fragmentos del anticuerpos que tienen
especificidad de unién para IL-6 comprende una o mas de las secuencias de nucleétido de SEQ ID NO: 15; SEQ ID
NO: 16; y SEQ ID NO: 17 que se corresponde con los polinucleétidos que codifican las regiones determinantes de
complementariedad (CDR o regiones hipervariables) de la secuencia variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 3.

La invencion también contempla secuencias de polinucledtido que incluyen una o mas de las secuencias de
polinucleétido que codifica los fragmentos de anticuerpo descritos en el presente documento, En una realizacion de
la invencion, los polinucleétidos que codifican fragmentos del anticuerpo que tienen especificidad de unién para IL-6
comprende uno, dos, tres 0 mas, incluso todos los siguientes polinucledtidos que codifican fragmentos de
anticuerpo: el polinucleétidos de SEQ ID NO: 10 que codifica la regién variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 2; el
polinucleétido de SEQ ID NO: 11 que codifica la region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 3; polinucleétidos
que codifican las regiones determinantes de complementariedad (SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 13; y SEQ ID NO:
14) de la region variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 10; y polinucledtidos que codifican las regiones
determinantes de complementariedad (SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 16; y SEQ ID NO: 17) de la region variable de
cadena pesada de SEQ ID NO: 11.

En una realizacion, la invencion se refiere a un polinucledétido aislado que comprende un polinucleétido que codifica
una secuencia de aminoacidos Vy de anticuerpo anti-IL-6 que se selecciona de entre SEQ ID NO: 3, 18,y 19 o
codifica una variante de los ismos en donde al menos un resto de regiéon marco conservada (resto de FR) se ha
sustituido con un aminoacido presente en la posicién correspondiente en un polipéptido Vy del anticuerpo anti-IL-6
de conejo o una sustitucion de aminoacidos conservadora.

En otra realizacién, la invencion se refiere a un polinucleétido aislado que comprende la secuencia de polinucleétido

que codifica una secuencia de aminoacidos V. de anticuerpo anti-IL-6 de 2 y 20 o que codifica una variante de los
mismos en donde al manos un resto de la regidon marco conservada (resto de FR) se ha sustituido con un
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aminoacido presente en la posicion correspondiente en un polipéptido V. de un anticuerpo anti-IL-6 de conejo o una
sustitucion de aminoacidos conservadora.

También se contemplan células huésped y vectores que comprenden dichos polinucleétidos.

La invencién contempla ademas vectores que comprenden las secuencias de polinucleétido que codifica secuencias
de polipéptido de cadena pesada vy ligera, asi como las regiones determinantes de complementariedad (CDR o
regiones hipervariables) individuales que se exponen en el presente documento, asi como las células huésped que
comprenden dichas secuencias. La célula huésped puede ser una célula de levadura. La célula huésped de levadura
puede pertenecer al género Pichia.

Actividad anti-IL-6

Como se ha establecido anteriormente, la IL-6 es un miembro de una familia de citocinas que promueven respuestas
celulares por medio de un complejo receptor que consiste al menos en una subunidad de la glucoproteina
transductora de la sefal gp130 y el receptor IL-6 (IL-6R). El IL-6R también puede estar presente en forma soluble
(sIL-6R). La IL-6 se une a IL-6R, que luego dimeriza el receptor transductor de sefial gp130.

Se cree que los anticuerpos anti-IL-6 de la invencion, o los fragmentos de unién a IL-6 de los mismos, son utiles por
presentar actividad anti-IL-6. En una realizacion no limitante de la invencién, los anticuerpos anti-IL-6 de la
invencion, o fragmentos de unién a IL-6 de los mismos, presentan una actividad anti-IL-6 por la union a IL-6 que
puede ser IL-6 soluble o IL-6 expresada en la superficie celular y/o puede evitar o inhibir la unién de IL-6 a IL-6R y/o
la activacion (dimerizacion) de la glucoproteina transductora de sefial gp130 y la formacién de multimeros IL-6/IL-
6R/gp130 y los efectos bioldgicos de cualquiera de los anteriores. Los anticuerpos IL-6 en cuestion puede poseer
diferentes actividades antagonistas basados en dénde (es decir, el epitopo) se une el anticuerpo particular a IL-6 y/o
cémo afecta a la formacion de los posteriores complejos IL-6 y/o multimeros y los efectos biologicos de los mismos.
En consecuencia, los diferentes anticuerpo IL-6 de acuerdo con la invencion, por ejemplo, pueden ser mas
adecuados para evitar o tratar afecciones que implican la formacion y acumulacion de IL-6 soluble sustancial tal
como la artritis reumatoide mientras que otros anticuerpos pueden favorecer tratamientos en los que un resultado
terapéutico deseado es evitar la formacion de IL-6/IL-6R/gp130 o multimeros IL-6/IL-6R/gp130. Esto se puede
determinar en ensayos de union y otros.

La actividad anti-IL-6 del anticuerpo anti-IL-6 de la presente invencion, y fragmentos del mismo que tienen
especificidad de unién para IL-6, también se puede describir por su fuerza de unién o su afinidad para IL-6. Esto
puede afectar también a sus propiedades terapéuticas. En una realizacién de la invencion, los anticuerpos anti-IL-6
de la presente invencion, y los fragmentos de los mismos que tienen especificidad de unién para IL-6, se unen a IL-6
con una constante de disociacion (KD) de menso o igual abx 10'7, 10'7, 5x 10'8, 10'8, 5x 10'9, 10'9, 5x 10'10, 10'10, 5
X 10'11, 10'11, 5x 10'12, 10'12, 5x 10'13, 10'13, 5x10 4, 10'14, 5x10"%010™. Preferentemente, los anticuerpos anti-
IL-6 y fragmentos de los mismos se unen a IL-6 con una constante de disociacion de menos o igual a 5 x 107,

En ofra realizacion de la invencion, la actividad anti-IL-6 de los anticuerpos anti-IL-6 de la presente invencion y los
fragmentos de los mismos que tienen especificidad de union por IL-6, se unen a IL-6 con una velocidad de
disociacién de menos de o igual a 10 S'1, 5x10° S'1, 10 S'1, 5x10° S'1, 10® S'1, 5x 107 S'1, 0107 S'. Enuna
realizacion de la invencion, los anticuerpos anti-IL-6 de la invencion y los fragmentos de los mismos que tienen
especificidad de unién por IL-6, se unen a un epitopo de IL-6 lineal o conformacional.

En una realizacion adicional de la invencién, la actividad anti-IL-6 de los anticuerpos anti-IL-6 de la presente
invencion y los fragmentos de los mismos que tienen especificidad de union por IL-6, presentan actividad anti-IL-6
mejorando o reduciendo los sintomas de, o tratar alternativamente o evitar, enfermedades y trastornos asociados
con IL-6. Ejemplos no limitantes de enfermedades y trastornos asociados con IL-6 se exponen anteriormente. Como
se ha sefalado la fatiga relacionada con el cancer, caquexia y artritis reumatoide son indicaciones preferidas para
los anticuerpos IL-6 en cuestion.

En otra realizaciéon de la invencion, los anticuerpos anti-IL-6 descritos en el presente documento, o fragmentos de
union a IL-6 de los mismos, no tienen especificidad de unién para IL-6R o la glucoproteinas transductora de sefal
gp130.

Aislamiento y exploracion de células B

Se describen en el presente documento métodos para aislar poblaciones clénicas de células B especificas de
antigeno que se pueden utilizar para aislar al menos una célula especifica de antigeno. Como se describe y se
ejemplifica posteriormente, estos métodos contienen una serie de etapas de cultivo y seleccion que se pueden
utilizar por separado, en combinacién, secuencialmente, repetitivamente, o periddicamente. Preferentemente, estos
métodos se utilizan para aislar al menos una célula especifica de antigeno, que se puede utilizar para producir un
anticuerpo monoclonal, que es especifica de un antigeno deseado, o una secuencia de acido nucleico para dicho
anticuerpo.
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Se describe en el presente documento un método que comprende las etapas de:

a. preparar una poblacioén celular que comprende al menos una célula B especifica de antigeno;

b. enriquecer la poblacién celular, por ejemplo, por cromatografia, para formar una poblacion celular enriquecida
que comprende al menos una célula B especifica de antigeno;

c. aislar una célula B unica de la poblacién enriquecida de células B; y

d. determinar si la célula B unica produce un anticuerpo especifico del antigeno.

También se describe una mejoria de un método para aislar una uUnica célula B productora de anticuerpos,
comprendiendo la mejoria el enriquecimiento de una poblacién de células B que se obtiene de un huésped que se
ha inmunizado o se ha expuesto naturalmente a un antigeno, donde la etapa de enriquecimiento precede cualquiera
de las etapas de seleccion, comprende al menos una etapa de cultivo, y da como resultado una poblacién clénica de
células B que producen un unico anticuerpo monoclonal especifico de dicho antigeno.

A lo largo de la presente solicitud, una “poblacién clénica de células B” se refiere a una poblacion de células B que
solo secreta un Unico anticuerpo especifico contra un antigeno deseado. Es decir que estas células producen
solamente un tipo de anticuerpo monoclonal especifico contra el antigeno deseado.

En la presente solicitud, “enriquecer” una poblacion celular significa el aumento de la frecuencia de las células
deseadas, normalmente células especificas de antigeno, contenidas en una poblacién celular mixta, por ejemplo, un
aislado que contienen células B derivado de un huésped que se inmuniza contra un antigeno deseado. Por lo tanto,
una poblacion celular enriquecida engloba una poblaciéon celular que tiene una frecuencia mayor de células
especificas de antigeno como resultado de una etapa de enriquecimiento, pero esta poblacion de células puede
contener y producir diferentes anticuerpos.

La expresidon general “poblacion celular” engloba poblaciones celulares pre y post-enriquecimiento, teniendo en
mente que cuando se llevan a cabo multiples etapas de enriquecimiento, una poblacion celular puede ser pre- y
post-enriquecimiento. Por ejemplo, se describe en el presente documento un método para:

a. recolectar una poblacién celular a partir de un huésped inmunizado para obtener una poblacién celular
recolectada;

b. crear al menos una suspension de células Unicas de la poblacion celular recolectada;

c. enriquecer al menos una suspension celular Unica para formar una primera poblacion celular enriquecida;

d. enriquecer la primera poblacion celular enriquecida para formar una segunda poblacion celular enriquecida;

e. enriquecer la segunda poblacidn celular enriquecida para formar una tercera poblacion celular enriquecida; y

f. seleccionar un anticuerpo producido por una célula especifica de antigeno de la tercera poblacion celular
enriquecida.

Cada poblacion celular se puede utilizar directamente en la siguiente etapa, o puede congelarse parcial o totalmente
durante un almacenamiento a largo o corto plazo o para etapas posteriores. También, se pueden suspender
individualmente la poblacion celular para dar lugar a suspensiones celulares Unicas. La suspension celular Unica se
puede enriquecer, de forma que una suspension celular Unica funciona como la poblaciéon celular de pre-
enriquecimiento. Luego, una o mas suspensiones celulares Unicas especificas de antigeno juntas forman la
poblacion celular enriquecida; las suspensiones celulares Unicas especificas de antigeno se pueden agrupar juntas,
por ejemplo, recolocandolas en placas para analisis adicionales y/o produccion de anticuerpos.

Se describe en el presente documento un método para enriquecer una poblacion celular para dar lugar a una
poblacion celular enriquecida que tiene una frecuencia celular especifica de antigeno que es aproximadamente del
50 % a aproximadamente el 100 %, o aumentos de los mismos. Preferentemente la poblacién celular enriquecida
tiene una frecuencia celular especifica de antigeno mayor o igual a aproximadamente el 50 %, 60 %, 70 %, 75 %,
80 %, 90 %, 95 %, 99 %, 0 100 %.

También se describe un método para enriquecer una poblacion celular por el que la frecuencia de células
especificas del antigeno aumenta al menos aproximadamente 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100
veces, o0 aumentos de los mismos.

A lo largo de la presente solicitud, el término “aumento” se utiliza para definir un valor numérico en grados variables
de precision, por ejemplo, para el mas cercano 10, 1, 0,1, 0,01, etc. El aumento se puede redondear a cualquier
grado de precision medible, y no es necesario redondear el aumento al mismo grado de precisién en ambos lados
del intervalo. Por ejemplo, el intervalo 1 a 100 o aumentos del mismo incluye intervalos tales como de 20 a 80, 5 a
50, y 0,4 a 98. Cuando el intervalo tiene extremos abiertos, por ejemplo un intervalo menor de 100, los incrementos
del mismo significa aumentos entre 100 y el limite medible. Por ejemplo, menos de 100 o aumentos del mismo
significa de 0 a 100 o incrementos de los mismos a menos que la caracteristica, por ejemplo, la temperatura, no se
limita a 0.

La especificidad de antigeno se puede medir con respecto a cualquier antigeno. El antigeno puede ser cualquier
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sustancia al que se puede unir un anticuerpo incluyendo, pero sin limitarse a, péptidos, proteinas o fragmentos de
las mismas, carbohidratos, moléculas organicas e inorganicas, receptores producidos por células animales, células
bacterianas, y virus; enzima; agonistas y antagonistas de rutas bioldgicas; hormonas; y citocinas. Los antigenos
ejemplares incluyen pero no se limitan a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-18, IFN-qa, IFN-y, BAFF, CXCL13, IP-
10, VEGF, EPO, EGF, HRG, factor de crecimiento del hepatocito (HGF) y Hepcidina. Los antigenos preferidos
incluyen IL-6, IL-13, TNF-a, VEGF-a, Factor de crecimiento del hepatocito (HGF) y Hepcidina. En un método que
utiliza mas de una etapa de enriquecimiento, el antigeno utilizado en cada etapa de enriquecimiento puede ser el
mismo que o diferentes entre ellos. Las multiples etapas de enriquecimiento con el mismo antigeno pueden producir
una poblacion mayor y/o diversa de células especificas de antigeno; las etapas multiples de enriquecimiento con
diferentes antigenos pueden producir una poblacién celular enriquecida con especificidad cruzada contra los
diferentes antigenos.

Se puede llevar a cabo el enriquecimiento de la poblacién celular por cualquier medio de selecciéon conocido en la
técnica para aislar células especificas de antigeno. Por ejemplo, se puede enriquecer por técnicas cromatograficas,
por ejemplo tecnologia de perlas Miltenyi y perlas magnéticas. Las perlas se pueden unir directa o indirectamente al
antigeno de interés. El método de enriquecimiento de una poblaciéon puede incluir al menos una etapa de
enriquecimiento cromatografico.

Una poblacion celular también se puede enriquecer llevando a cabo cualquier técnica de ensayo especifico de
antigeno que se conoce en la técnica, por ejemplo, un ensayo ELISA o un ensayo halo. Los ensayos ELISA
incluyen, pero no se limita a, inmovilizacién selectiva de antigeno (por ejemplo captura de antigeno biotinilado
mediante una placa revestida de estreptavidina, avidina o neutravidina), revestimiento de placa con antigeno no
especifico, y por medio de una estrategia de construccion de antigeno (por ejemplo, captura selectiva de antigeno
seguida por union de la pareja de adicion para generar un complejo proteina-antigeno heteromérico). El antigeno se
puede fijar directa o indirectamente en una matriz sélida o soporte, por ejemplo, una columna. Un ensayo halo
comprende poner en contacto las células con perlas cargadas con el antigeno y anticuerpo anti-huésped marcado
especifico del huésped que se utiliza para recolectar las células B. El marcador puede ser, por ejemplo, un
fluoréforo. Se puede llevar a cabo al menos una etapa de enriquecimiento en al menos una suspension celular
Unica. El método de enriquecimiento de una poblacién celular puede incluir al menos una etapa de enriquecimiento
cromatografico y al menos una etapa de ensayo de enriquecimiento.

Los métodos de “enriquecimiento” de una poblacién celular por tamafio o densidad se conocen en la técnica. Véase,
por ejemplo, la Patente de EE. UU. 5.627.052. Estas etapas se pueden utilizar en el presente método ademas del
enriquecimiento de la poblacion celular por especificidad antigénica.

Las poblaciones celulares pueden contener al menos una célula capaz de reconocer un antigeno. Las células de
reconocimiento de antigenos incluyen, pero no se limitan a, células B, células plasmaticas, y progenie de las
mismas. Una poblacion celular clonica puede contener un solo tipo de células B especificas de antigeno, es decir, la
poblacién produce un tnico anticuerpo monoclonal especifico para un antigeno deseado.

Se cree que la poblacién especifica de antigeno clénica de células B consiste predominantemente en células
secretoras de anticuerpos especificas de antigeno, que se obtiene por un nuevo cultivo y un protocolo de seleccion
que se describe en el presente documento. En consecuencia, también se describen métodos para obtener una
poblacioén celular enriquecida que contiene al menos una célula secretora de anticuerpos, especifica de antigeno. Se
describe en el presente documento una poblacion celular enriquecida que contienen aproximadamente un 50 % a
aproximadamente un 100 %, o incrementos de las mismas, o0 mas de o igual a aproximadamente un 60 %, 70 %,
80 %, 90 %, o 100 % de células secretoras de anticuerpos, especificas de antigeno.

También se describe un método para aislar una Unica célula B por enriquecimiento de una poblacién celular que se
obtiene de un huésped antes de cualquiera de las etapas de seleccién, por ejemplo, la selecciéon de una célula B
particular a partir de una poblacién celular y/o seleccionar un anticuerpo producido por una célula particular. La
etapa de enriquecimiento se puede llevar a cabo como una, dos, tres, 0 mas etapas. Una célula B Unica se puede
aislar de una poblacién celular enriquecida antes de confirmar si la Unica célula B secreta un anticuerpo con una
especificidad por antigeno o una propiedad deseada.

Se utiliza el método de enriquecimiento de una poblacion celular en un método para la produccion y/o seleccion de
anticuerpos. Por lo tanto, se describe un método que comprende el enriquecimiento de una poblacién celular antes
de seleccionar un anticuerpo. El método puede incluir las etapas de: preparar una poblacion celular que comprende
al menos una célu.as especifica de antigeno, enriquecer la poblacién celular aislando al menos una célula especifica
de antigeno para formar una poblacién celular enriquecida, e inducir la produccion de anticuerpos de al menos una
célula especifica de antigeno. La poblacion celular enriquecida puede contener mas de una célula especifica de
antigeno. Cada célula especifica de antigeno de la poblacion enriquecida se puede cultivar en condiciones que
produzcan una poblacion de células B especificas de antigeno clonicas antes de aislar una célula productora de
anticuerpo de la misma y/o producir un anticuerpo utilizando dicha célula B o una secuencia de acido nucleico que
se corresponde con dicho anticuerpo. Al contrario que con las técnicas anteriores en las que los anticuerpos se
producen de una poblacién celular con una baja frecuencia de células especificas de antigeno, la presente invencion
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permite la selecciéon de anticuerpos entre una lata frecuencia de células especificas de antigeno. Debido a que la
etapa de enriquecimiento se utiliza entes de la seleccion de anticuerpo, la mayoria de las células, preferentemente
casi todas las células, que se utilizan para la produccion de anticuerpos son especificas del antigeno. Produciendo
anticuerpos de una poblacion de células con un aumento de frecuencia de especificidad antigénica, aumenta la
cantidad y variedad de anticuerpos.

En los métodos de seleccion de anticuerpos descritos, se selecciona un anticuerpo preferentemente después de una
etapa de enriquecimiento y una etapa de cultivo que da como resultado una poblacion clénica de células B
especificas de antigeno. Los métodos pueden comprender ademas una etapa de secuenciacion de un anticuerpo
seleccionado o partes del mismo a partir de una o mas células especificas de antigeno aisladas. Se puede emplear
cualquier método conocido en la técnica para la secuenciacion y puede incluir la secuenciaciéon de la cadena
pesada, cadena ligera, region(es) variable(s), y/o regidon(es) determinante(s) de complementariedad (CDR).

Ademas de la etapa de enriquecimiento, el método para la seleccion de anticuerpo también puede incluir una o mas
etapas de exploracion de la poblacion celular en cuanto a reconocimiento del antigeno y/o funcionalidad de
anticuerpo. Por ejemplo, los anticuerpos deseados pueden tener caracteristicas estructurales especificas, tales
como de unién a un epitopo particular o imitacion de una estructura particular; actividad antagonista o agonista; o
actividad neutralizante, por ejemplo, inhibicién de la unién entre el antigeno y un ligando. La exploracion de la
funcionalidad del anticuerpo puede ser dependiente del ligando. La exploracién de la funcionalidad del anticuerpo
incluye, pero no se limita a, un ensayo de interaccion proteina-proteina que recree la interacciéon natural del ligando
del antigeno con el receptor proteico recombinante; y una respuesta basada en células que es dependiente de
ligando y se compruebe faciimente (por ejemplo, respuesta de proliferacion) EI método para la seleccion de
anticuerpos puede incluir una etapa de exploracién de la poblacion celular respecto a la funcionalidad del anticuerpo
midiendo la concentracion inhibidora (CI50). Al menos una de las células especifica de antigeno aisladas puede
producir un anticuerpo que tenga una CI50 de menos de aproximadamente 100, 50, 30, 25, 10 ug/ml, o aumentos de
los mismos.

Ademas de la etapa de enriquecimiento, el método para la selecciéon de anticuerpos puede incluir también una o mas
etapas de exploracién de una poblacion celular respecto a la fuerza de unién. La fuerza de unién del anticuerpo se
puede medir por cualquier método conocido en la técnica (por ejemplo, Biacore). Al menos una de las células
especificas de antigeno aisladas pueden producir un anticuerpo que tenga una alta afinidad por el antigeno, por
ejemplo con una constante de disociacion (Kd) de menos de aproximadamente 5 x 107° M-1, preferentemente
aproximadamente 1 x 10" a 5 x 10'10, 1x10"” a1 x 10'10, 1x 10" a 75 x 10'11, 1x10"a2x 10'11,
aproximadamente 1,5 x 10" 0 menos, o aumentos de los mismos. Se dice que los anticuerpos son maduros en
afinidad. La afinidad de los anticuerpos puede ser comparable a o mayores que la afinidad de uno cualquiera de
Panorex® (edrecolomab), Rituxan® (rituximab), Herceptin® (trastuzumab), Mylotarg® (gentuzumab), Campath®
(alemtuzumab), Zevalin™ (ibritumomab), Erbitux™ (cetuximab), Avastin™ (bevicizumab), Raptiva™ (efalizumab),
Remicade® (infliximab), Humira™ (adalimumab), y Xolair™ (omalizumab). Preferentemente, la afinidad de los
anticuerpos es comparable o mayor que la afinidad de Humira™. La afinidad de un anticuerpo puede estar también
aumentada por técnicas de maduracion de la afinidad conocidas. Al menos una poblacién celular se puede explorar
respecto a al menos una, preferentemente ambas, de la funcionalidad del anticuerpo y la fuerza de unién del
anticuerpo.

Ademas de la etapa de enriquecimiento, el método para la seleccién de anticuerpos también puede incluir una o mas
etapas de exploracion de la poblacion celular respecto a homologia de secuencia de anticuerpo, especialmente la
homologia humana. Al menos una de las células especificas de antigeno aisladas puede producir un anticuerpo que
tenga una homologia con un anticuerpo humano de aproximadamente un 50 % a aproximadamente un 100 % o
aumentos de la misma, o mayor de aproximadamente un 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, o 95 % de homologia. Los
anticuerpos pueden estar humanizados para aumentar la homologia con una secuencia humana por técnicas
conocidas en la técnica tal como injerto de CDR o injerto de resto determinante de selectividad (SDR).

Se describen en el presente documento los propios anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
descritas anteriormente en términos de CI50, Kd y/u homologia.

El protocolo de seleccién de células B que se desvela en el presente documento tiene varias ventajas intrinsecas
frente a otros métodos para obtener células B secretoras de anticuerpo y anticuerpos monoclonales especificos
contra antigenos diana deseados. Estas ventajas incluyen, pero no se restringen a las siguientes:

Primero, se ha descubierto que cuando estos procedimientos se seleccion se utilizan con un antigeno deseado tal
como IL-6 o TNF- q, los métodos resultan reproduciblemente en células B especificas de antigeno capaces de
generar lo que parecen ser un amplio complemento de anticuerpos, es decir, anticuerpos que se unen a varios
epitopos diferentes del antigeno. Si estar ligados a teoria alguna, se ha hecho la hipdtesis de que el amplio
complemento se atribuye a la etapa de enriquecimiento de antigeno antes de la recuperacion inicial de células B.
Ademas, esta ventaja permite el aislamiento y seleccion de anticuerpos con propiedades diferentes ya que estas
propiedades varian dependiendo de la especificidad epitdpica del anticuerpo particular.
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Segundo, se ha descubierto que el protocolo de seleccion de células B produce de manera reproducible un cultivo
de células B clénicas que contienen una unica célula B, o su progenie, que secreta un Unico anticuerpo monoclonal
que generalmente se une al antigeno deseado con una afinidad de unién relativamente alta, es decir, afinidades de
union antigénica picomolares o mejores. Por el contrario, los métodos de seleccion de anticuerpos anteriores tendian
a producir anticuerpos con una afinidad relativamente poco alta y por lo tanto eran necesarios procedimientos de
exploracién extensos para aislar un anticuerpo con potencial terapéutico. Sin quedar ligados por teoria alguna, se ha
hecho la hipoétesis de que los resultados del protocolo de inmunizacién con células B in vivo del huésped
(inmunizacion primaria) seguida por una segunda estimulacién con células B in vitro (etapa de sensibilizacion con
antigeno secundaria) puede aumentar la capacidad y propension de las células B clonicas recuperadas para
secretar un Unico anticuerpo monoclonal con alta afinidad especifico del antigeno diana.

Tercero, se ha observado (como se muestra en el presente documento con las células B especificas de IL-6) que el
protocolo de seleccion de células B produce de manera reproducible células B enriquecidas que producen IgG que
son, de media, altamente selectivas (especificas de antigeno) contra el antigeno deseado. Se cree que las células B
enriquecidas de antigeno que se recuperan por estos métodos contienen células B capaces de dar como resultado
el complemento completo deseado de especificidades epitdpicas como se ha tratado anteriormente.

Cuarto, se ha observado que los protocolos de seleccion de células B, incluso cuando se utilizan con antigenos
pequerios, es decir, péptidos de 100 aminoacidos o menos, por ejemplo, de 5-50 aminoacidos, dan lugar de una
manera reproducible a un cultivo de células B clénicas que secreta un Unico anticuerpo de alta afinidad por el
antigeno pequefio, por ejemplo, un péptido. Esto es muy sorprendente ya que generalmente es bastante dificil, da
mucho trabajo, y a veces ni incluso fiable producir anticuerpos de alta afinidad contra péptidos pequefios. En
consecuencia, la invencién se puede utilizar para producir anticuerpos terapéuticos contra péptidos diana deseados,
por ejemplo, viricos, bacterianos, o péptidos autoantigénicos, por lo que se permite la produccién de anticuerpos
monoclonales con propiedades de union muy distintas o incluso la produccién de un céctel de anticuerpos
monoclonales para contra diferentes péptidos diana, por ejemplo, diferentes cepas viricas. Esta ventaja puede ser
util especialmente en el contexto de la produccion de una vacuna terapéutica o profilactica que tenga las valencias
deseadas, tal como una vacuna de HPV que induzca una inmunidad protectora contra diferentes cepas de HPV.

Quinto, el protocolo de selecciéon de células B, particularmente cuando se utilizan con células B derivadas de
conejos, tiene a producir de manera reproducible secuencias de anticuerpo especificas de antigeno que son muy
similares a las inmunoglobulinas humanas endégenas (alrededor de un 90 % similares a nivel de aminoacidos) y que
contienen unas CDR que poseen una longitud muy analoga a las inmunoglobulinas humanas y por lo tanto no
necesitan modificaciones en la secuencia o muy pocas (tipicamente como mucho se pueden modificar unos pocos
restos de CDR en la secuencia de anticuerpo parental y no se introducen restos exdgenos en la region marco
conservada) con el fin de eliminar potenciales problemas de inmunogenicidad. En particular, el anticuerpo
recombinante preferentemente contendra solo los restos de CDR1 y CRD2 del huésped (conejo) necesarios para el
reconocimiento del antigeno y la CDR3 completa. Por lo que la alta afinidad de unién al antigeno de las secuencias
de anticuerpo recuperadas producidas de acuerdo con el protocolo de seleccion de células B y anticuerpos se
mantenga intacta o sustancialmente intacta incluso con la humanizacion.

En suma, estos métodos se pueden utilizar para producir anticuerpos que presentan afinidades de uniéon mas altas
contra mas epitopos distintos mediante el uso de un protocolo mas eficaz que el que se conocia anteriormente.

Se describe en el presente documento un método para identificar una Unica célula B que secreta un anticuerpo
especifico contra un antigeno deseado y que posee opcionalmente al menos una propiedad funcional deseada tal
como, afinidad, avidez, actividad citolitica, y similares por un proceso que incluye las siguientes etapas:

a. inmunizar un huésped contra un antigeno;

b. recolectar las células B del huésped;

c. enriquecer las células B recolectadas para aumentar la frecuencia de células especificas de antigeno;

d. creacioén de al menos una suspension celular;

e. cultivar una sub-poblacién de la suspensién de células Unicas en condiciones que favorezcan la supervivencia
de una unica células B especifica de antigeno por pocillo de cultivo;

f. aislar las células B de la sub-poblacion; y

g. determinar si la célula B unica produce un anticuerpo especifico contra el antigeno.

Normalmente, estos métodos comprenderan ademas una etapa adicional de aislamiento y secuenciacion, en todo o
en parte, de las secuencias de polipéptido y acido nucleico que codifican el anticuerpo deseado. Estas secuencias o
versiones modificadas o partes de las mismas se pueden expresar en células huésped deseadas con el fin de
producir anticuerpos recombinantes contra un antigeno deseado.

Como se ha senalado anteriormente, se cree que la poblacién clénica de células B comprende predominantemente
células B secretoras de anticuerpo que producen anticuerpos contra el antigeno deseado. También se cree
basandose en los resultados experimentales obtenidos con varios antigenos y con diferentes poblaciones de células
B, que las células B producidas clénicamente y las células especificas de antigeno aisladas derivadas de ellas que
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se producen de acuerdo con la invencién secretan un anticuerpo monoclonal que normalmente tiene una afinidad
relativamente alta y ademas son capaces de producir eficazmente y de manera reproducible una seleccion de
anticuerpos monoclonales con mayor variabilidad epitdpica en comparacion con otros métodos de derivacion de
anticuerpos monoclonales a partir de células B especificas de antigeno cultivadas. En una realizacién ejemplar la
poblacién de células inmunitarias que se utilizan en dichos métodos de seleccion de células B se derivara de un
conejo. Sin embargo, se pueden utilizar alternativamente otros huéspedes que produzcan anticuerpos, incluyendo
huéspedes no humanos y humanos, como fuente de células B inmunitarias. Se cree que el uso de conejos como
fuente de células B puede aumentar la diversidad de anticuerpos monoclonales que se pueden derivar por los
métodos. También, las secuencias de anticuerpo derivadas de conejos de acuerdo con la invencién normalmente
poseen secuencias que tienen un alto grado de identidad de secuencia con las secuencias de anticuerpo humanas
haciéndolas favorables para su uso en seres humanos ya que deberian poseer poca antigenicidad. En el curso de la
humanizacion, el anticuerpos final humanizado contiene un contenido de restos de huésped ajenos mucho menores,
habitualmente restringidos en un subgrupo de los restos CDR del huésped que se diferencian drasticamente debido
a su naturaleza frente a la secuencia diana humana que se utiliza en el injerto. Esto aumenta la probabilidad de
recuperacion completa de la actividad en el anticuerpo proteico humanizado.

Los métodos de seleccion de anticuerpos que utilizan una etapa de enriquecimiento desvelados en el presente
documento incluyen una etapa de obtencién de una poblacion celular que contiene células inmunitarias de un
huésped inmunizado. Los métodos para obtener una poblacién celular que contiene células inmunitarias de un
huésped inmunizado se conocen en la técnica e incluyen en general la induccion de una respuesta inmunitaria en un
huésped y recolectar células del huésped para obtener una o mas poblaciones celulares. La respuesta se puede
producir inmunizando al huésped contra un antigeno deseado. De manera alternativa, el huésped utilizado como
fuente de dichas células inmunitarias se pueden exponer naturalmente al antigeno deseado tal como un individuo
que se ha infectado con un agente patdgeno particular, tal como una bacteria o virus o alternativamente ha montado
una respuesta de anticuerpos especificos contra un cancer que padece el individuo.

Los animales huéspedes se conocen bien en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, cobayas, conejos, ratones,
ratas, primates no humanos, seres humanos, asi como otros mamiferos y roedores, pollos, vacas, cerdos, cabras y
ovejas. Preferentemente, el huésped es un mamifero, mas preferentemente, conejo, raton rata, o seres humanos.
Cuando se exponen a un antigeno, el huésped produce anticuerpos como parte de la respuesta inmunitaria contra el
antigeno. Como se ha mencionado, la respuesta inmunitaria se puede producir naturalmente, como resultado de una
enfermedad, o puede inducirse por inmunizaciéon con el antigeno. La inmunizaciéon se puede llevar a cabo por
cualquier método conocido en la técnica, tal como, por una o mas inyecciones del antigeno con o sin un agente que
aumente la respuesta inmunitaria, tal como el adyuvante completo o incompleto de Freund. También se describe la
inmunizacién intraesplénica. Como una alternativa a la inmunizacién de un animal huésped in vivo, el método puede
comprender la inmunizacién de una célula huésped cultivada in vitro.

Tras permitir el tiempo para la respuesta inmunitaria (por ejemplo, segin se mide por la deteccién de anticuerpos en
el suero), las células del animal huésped se recolectaron para obtener una o mas poblaciones celulares. En una
realizacion preferida, una poblacién celular recolectada se explora con respecto a la fuerza de unién de anticuerpos
y/o funcionalidad de anticuerpos. Una poblacion celular recolectada es preferentemente a partir de al menos una del
bazo, ganglios linfaticos y PBMC se prefieren para la IL-6; y se prefieren los ganglios linfaticos para el TNF. La
poblacién celular se recolecta aproximadamente de 20 a aproximadamente 90 dias o incrementos de las mismas
tras la inmunizacién, preferentemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 60 dias. Una poblacion celular
recolectada y/o una suspension de células Unicas de la misma se pueden enriquecer, explorar, y/o cultivar para la
seleccion de anticuerpos. La frecuencia de las células especificas de antigeno en una poblacién celular recolectada
es habitualmente de aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 5 %, o aumentos de los mismos.

Una suspension celular Unica de una poblacién celular recolectada se puede enriquecer, preferentemente utilizando
perlas Miltenyi. A partir de la poblaciéon celular recolectada que tiene una frecuencia de células especificas de
antigeno de aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 5 %, se deriva por tanto una poblacion celular
enriquecida que tiene una frecuencia de células especificas de antigeno de aproximadamente el 100 %.

El método de la seleccion de anticuerpos que utiliza una etapa de enriquecimiento incluye una etapa de produccion
de anticuerpos a partir de al menos una célula especifica de antigeno de una poblacién celular enriquecida. Los
métodos de produccidn de anticuerpos in vitro se conocen bien en la técnica, y se puede emplear cualquier método
adecuado. Una poblacién celular enriquecida, tal como una suspension celular Unica especifica de antigeno de una
poblacién celular recolectada, se puede colocar en placas a distintas densidades celulares, tales como 50, 100, 250,
500 u otros aumentos entre 1 y 1000 células por pocillo. Preferentemente, la sub-poblacion comprende no mas de
aproximadamente 10.000 células secretoras de anticuerpo especificas de antigeno, o aumentos de estos, mas
preferentemente de aproximadamente 50-10.000, aproximadamente 50-5.000, aproximadamente 50-1.000,
aproximadamente 50-500, aproximadamente 50-250 células secretoras de anticuerpo especificas de antigeno, o
aumentos de los mismos. Luego se cultivan estas sub-poblaciones en un medio adecuado (por ejemplo, un medio
acondicionado para células T activadas, particularmente un 1-5 % de medio acondicionado para células T activadas
de conejo) sobre una capa alimentadora, preferentemente en condiciones que favorezcan la supervivencia de una
células secretora de anticuerpos Unica proliferante por pocillo de cultivo. La capa alimentadora, que comprende en
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general un material celular irradiado, por ejemplo células EL4B, no constituye una parte de la poblacién celular. Las
células se cultivan en un medio adecuado durante el tiempo suficiente para la producciéon de anticuerpos, por
ejemplo aproximadamente 1 dia a aproximadamente 2 semanas,, aproximadamente 1 dia a aproximadamente 10
dias, al menos aproximadamente 3 dias, aproximadamente 5 dias, aproximadamente 5 dias a aproximadamente 7
dias, al menos aproximadamente 7 dias, u otros aumentos de estos. Se pueden cultivar mas de una sub-poblaciéon
simultaneamente. Preferentemente, sobrevive una Unica células productora de anticuerpo y la progenie de la misma
en cada pocillo, proporcionando de esta manera una poblacion clénica de células B especificas de antigeno en cada
pocillo. En esta estadio, la inmunoglobulina G (IgG) producida por la poblacion clénica se correlaciona altamente con
la especificidad de antigeno. Las IgG pueden presentar una correlaciéon con especificidad de antigeno que es mayor
de aproximadamente un 50 %, mas preferentemente mayor del 70 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 %, o aumentos de los
mismos. Véase le Fig. 3, que representa una correlacion ejemplar para IL-6. Las correlaciones se demostraron
poniendo los cultivos de células B en condiciones limitantes para establecer un Unico producto de anticuerpo
especifico de antigeno por cultivo. Se compard la sintesis de IgG especifica de antigeno frente a la general. Se
observaron tres poblaciones: IgG que reconocia un tnico formato de antigeno (biotinilado y revestimiento directo),
IgG detectable y reconocimiento del antigeno independientemente de inmovilizacion, y produccion de 1gG sola. La
produccion de IgG se correlacionaba altamente con la especificidad de antigeno.

Se recolecté opcionalmente un sobrenadante que contenia los anticuerpos, que se podia enriquecer, explorar y/o
cultivar respecto a la seleccion de anticuerpos de acuerdo con las etapas descritas anteriormente. El sobrenadante
se puede enriquecer (preferentemente por el ensayo de especificidad de antigeno, especialmente un ensayo
ELISSA) y/o explorar en cuanto a la funcionalidad del anticuerpo.

La poblacion de células B especificas de antigeno enriquecida, preferentemente clénica de la que opcionalmente se
explora el sobrenadante que se ha descrito anteriormente con el fin de detectar la presencia del anticuerpo
monoclonal secretado deseado se utiliza para el aislamiento de unas pocas células B, preferentemente una Unica
célula B, la cual se ensaya entonces en un ensayo apropiado con el fin de confirmar la presencia de una unica célula
B productora de anticuerpos en la poblacién clénica de células B. Aproximadamente se pueden aislar de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 células de la poblacion clénica de células B, preferentemente menos de
aproximadamente 15, 12, 10, 5, o 3 células o aumentos de estas, mas preferentemente una Unica células. La
exploracion se efectua preferentemente por un ensayo de especificidad de antigeno, especialmente un ensayo halo.
El ensayo halo se puede llevar a cabo con la proteina de longitud completa, o un fragmento de la misma. El
sobrenadante que contiene el anticuerpo también se puede explorar respecto al menos uno de: afinidad de unién al
antigeno; agonismo o antagonismo de la unién antigeno-ligando, induccién o inhibicién de un tipo celular diana
especifico; induccién o inhibicion de lisis de una células diana, e induccion o inhibicién de una ruta bioldgica que
implica al antigeno.

La célula especifica de antigeno identificada se puede utilizar para derivar las secuencias de acido nucleico
correspondientes que codifican el anticuerpo monoclonal deseado. (Una digestiéon con Alul puede confirmar que solo
se produce un tipo Unico de anticuerpo monoclonal por pocillo). Como se ha mencionado anteriormente, estas
secuencias se pueden mutar, tal como por humanizacién, con el fin de hacerlas adecuadas para su uso en
medicamentos humano.

Como se ha mencionado, la poblacion de células que se utiliza en el proceso también se puede enriquecer, explorar
y/o cultivar adicionalmente respecto a seleccion de anticuerpos de acuerdo con las etapas que se han descrito
anteriormente que se pueden repetir o llevar a cabo en un orden diferente. Se puede aislar, cultivar y utilizar para la
seleccion de anticuerpos al menos una célula de una poblacién celular enriquecida, preferentemente clénica,
especifica de antigeno.

Por lo tanto, se describe un método que comprende:

a. recolectar una poblacién celular a partir de un huésped inmunizado para obtener una poblacién celular
recolectada;

b. crear al menos una Unica suspension celular de la poblacién celular recolectada;

c. enriquecer al menos una unica suspension celular, preferentemente por cromatografia, para formar una
primera poblacién celular enriquecida;

d. enriquecer la primera poblacién celular enriquecida, preferentemente por un ensayo ELISA, para formar una
segunda poblacién celular enriquecida que preferentemente es clénica, es decir, contiene solamente un Unico
tipo de células B especificas de antigeno;

e. enriquecer la segunda poblacién celular enriquecida, preferentemente por un ensayo halo, para formar una
tercera poblacién enriquecida que contiene una Unica o unas pocas células B que producen un anticuerpo
especifico contra un antigeno deseado; y

f. seleccionar un anticuerpo producidos por una célula especifica de antigeno aislada de entre la tercera
poblacién celular enriquecida.

El método puede incluir adicionalmente una o mas etapas de exploracion de la poblacion celular recolectada en
cuanto a la fuerza de union del anticuerpo (afinidad, avidez) y/o funcionalidad del anticuerpo. Las exploraciones
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adecuadas incluyen, pero no se limitan a, métodos de ensayo que detectan: si el anticuerpo producido por la célula
B especifica de antigeno identificada produce un anticuerpo que posee una afinidad de union al antigeno minima, si
el anticuerpo agoniza o antagoniza la unién de un antigeno deseado a un ligando; si el anticuerpo induce o inhibe la
proliferacion de un tipo celular especifico; si el anticuerpo induce o da lugar a una reaccion citolitica contra células
diana; si el anticuerpo se une a un epitopo especifico, y si el anticuerpo modula (inhibe o antagoniza) una ruta o
rutas biolégicas que implican el antigeno.

De manera similar, el método puede incluir una o mas etapas de exploracién de la segunda poblacion celular
enriquecida respecto a la fuerza de unién del anticuerpo y/o funcionalidad del anticuerpo.

El método puede incluir adicionalmente una etapa de secuenciaciéon de la secuencia de polipéptido o la secuencia
de acido nucleico correspondiente del anticuerpo seleccionado. EI método puede incluir también una etapa de
produccion de un anticuerpo recombinante que utiliza la secuencia, un fragmento del mismo, o una version
modificada genéticamente del anticuerpo seleccionado. Los métodos para mutar las secuencias de anticuerpo con el
fin de que mantenga las propiedades deseadas se conocen bien por los expertos en la técnica e incluyen
humanizacién, quimerizacioén, produccién de anticuerpo de cadena sencilla; estos métodos de mutacién pueden dar
lugar a anticuerpos recombinantes que posean la funcion efectora deseada, inmunogenicidad, estabilidad,
eliminacion o adicion de glucosilacion, y similares. El anticuerpo recombinante se puede producir por cualquier célula
recombinante adecuada, que incluye, pero no se limita a células de mamifero tales como CHO, COS, BHK, HEK-
293, células bacterianas, células de levadura, células vegetales, células de insecto, y células de anfibio. Los
anticuerpo se pueden expresar en células de levadura poliploides, es decir, células de levadura diploides,
particularmente de Pichia.

El método puede comprender:

a. inmunizar un huésped contra un antigeno para producir anticuerpos del huésped;

b. explorar los anticuerpos del huésped respecto a la especificidad antigénica y neutralizacion;

c. recolectar las células B del huésped;

d. enriquecer las células B recolectadas para crear una poblacion celular enriquecida que tenga un aumento de
la frecuencia de células especificas de antigeno;

e. cultivar una o mas sub-poblaciones de entre la poblacién celular enriquecidas en condiciones que favorezcan
la supervivencia de una Unica célula B para producir una poblacién clénica en al menos un pocillo de cultivo;

f. determinar si la poblacién clonica produce un anticuerpo especifico contra el antigeno;

g. aislar una unica célula B; y

h. secuencias la secuencia de acido nucleico del anticuerpo producido por la Unica célula B.

Métodos para humanizar anticuerpos

Se describe en el presente documento un método para humanizar cadenas pesadas y ligeras de anticuerpo. Se lleva
a cabo el siguiente método para la humanizacion de las cadenas pesadas y ligeras:

Cadena ligera

1. Identificar el aminoacido que es el primero a continuaciéon de la secuencia del péptido de sefial. Este es el
inicio de la regiéon marco conservada 1. El péptido de sefial comienza en la primera metionina de inicio y
normalmente tiene, pero no necesariamente, 22 aminoacidos de longitud en las secuencias proteicas de cadena
ligera de conejo. El inicio del polipéptido maduro se puede determinar también experimentalmente por
secuenciacion del extremo N de la proteina, o se puede predecir utilizando un algoritmo de prediccion. Esto es
también el inicio de la regidon marco conservada 1 como se ha definido clasicamente por los expertos en el
campo.

Ejemplo: el resto 1 de aminoacido RbtVL en la Figura 2, que comienza por ’AYDM...’

2. ldentificar el final de la regién marco conservada 3. Este tiene normalmente 86-90 aminoacidos a continuacion
del inicio de la regidon marco conservada y normalmente es un resto de cisteina precedido por dos restos de
tirosina. Este es el final de la regién marco conservada 3 como se define clasicamente por los expertos en el
campo.

Ejemplo: El resto de aminoacido 88 de RbtVL en la Figura 2, que termina como 'TYYC’

3. Uso de la secuencia de cadena ligera de conejo del polipéptido que comienza desde el principio de la region
marco conservada 1 hasta el final de la regién marco conservada 3, como se ha definido anteriormente y llevar a
cabo la busqueda de la homologia de secuencia respecto a las secuencias proteicas de anticuerpos humanos
mas similares. Esto normalmente sera una busqueda con respecto a las secuencias de la linea germinal humana
antes de la maduracién del anticuerpo con el fin de reducir la inmunogenicidad, sin embargo, se pueden utilizar
cualquier secuencia humana. Normalmente, se puede utilizar un programa como BLAST para buscar una base
de datos de secuencias para el mas homologo. Las bases de datos de las secuencias de anticuerpo humano se
pueden encontrar en distintas fuentes tales como NCBI (Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica).
Ejemplo: secuencia de aminoacidos RbtVL de los restos numerados de 1 a 88 en la Figura 2 se procesan con
BLAST respecto a la base de datos de anticuerpos de la linea germinal humana. Las tres secuencias superiores
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Unicas de respuesta se muestran en la Figura 2 como L12A, V1 y Vx02.

4. En general la mayoria de las secuencias variables de cadena ligera de la linea germinal humana mas
homologas se utilizan entonces como la base para la humanizacién. Sin embargo los expertos en la técnica
pueden decidir utilizar otra secuencia que no sea la de mas alta homologia que se determina por el algoritmo de
homologia, basandose en otros factores que incluyen los huecos de secuencia y las similitudes de las regiones
marco conservadas.

Ejemplo: En la Figura 2, L12A era la secuencia de cadena ligera variable de la linea germinal humana mas
homologa y se utiliza como la base para la humanizacion de RbtVL.

5. Determinar la disposicion de las regiones marco conservadas y CDR (FR1, FR2, FR3, CDR1 y CDR2) para el
homologo humano que se va a utilizar para la humanizacion de la cadena ligera. Esto es utilizando la disposicion
tradicional como se describe en el campo. Alinear la secuencia variable de cadena ligera de conejo con la
homologa humana, mientras se mantienen la disposicion de la region marco conservada y las regiones CDR.
Ejemplo: En la figura 2, la secuencia RbtVL se alinea con la secuencia homologa humana L12A, y se indican la
region marco conservada y los dominios CDR.

6. Se sustituyen las regiones CDR1 y CDR2 de la secuencia homdloga de cadena ligera humana con las
secuencias CDR1 y CRD2 de la secuencia de conejo. Si existen diferencias de longitud entre las secuencias de
CDR humanas y de conejo entonces se utilizan las secuencias CDR de conejo completas y sus longitudes.
Puede ser posible que la especificidad, afinidad y/o inmunogenicidad del anticuerpo humanizado resultante no
esté alterado si se lleva a cabo intercambios mas pequefios 0 mas grandes en la secuencia, o si se altera un
resto especifico, sin embargo aunque los intercambios que se han descrito se han utilizado satisfactoriamente,
no se excluye la posibilidad de que se puedan permitir otros cambios.

Ejemplo: En la Figura 2, los restos de aminoacidos de CDR1 y CDR2 de la region variable de cadena ligera
homadloga humana L12A se sustituyen con las secuencias de aminoacidos de CDR1 y CDR2 de la secuencia de
cadena ligera del anticuerpo de conejo RbtVL. Las regiones marco conservadas humanas 1, 2y 3 de L12A no se
alteran. La secuencia humanizada resultante se muestra debajo como VLh partir de los restos numerados de 1 a
88. Notese que los unicos restos que son diferentes de la secuencia humana L12A estan subrayados, y por lo
tanto son restos de aminoacidos derivados de conejo. En este ejemplo, solamente 8 de los 88 restos son
diferentes que en la secuencia humana.

7. Después de la region marco conservada de la nueva secuencia hibrida creada en la etapa 6, se adhiere la
secuencia CDR3 completa de cadena ligera del anticuerpo de conejo. La secuencia CDR3 puede ser de distintas
longitudes pero normalmente tiene 9 a 15 aminoacidos de longitud. La secuencia de CDR3 y el inicio de la
siguiente regién marco conservada 4 se ha definido clasicamente y es identificable por los expertos en la técnica.
Normalmente, el inicio de la regién marco conservada, y por lo tanto tras el final de la CDRS3, consiste en la
secuencia 'FGGG...’, sin embargo puede existir alguna variacién en estos restos.

Ejemplo: En la Figura 2, la CDR3 de RbtVL (los restos de aminoacidos numerados de 89-100) se afiade tras el
final de la regién marco conservada 3 en la secuencia humanizada indicada como VLh.

8. La region marco conservada 4 de cadena ligera de conejo, que normalmente es el final de 11 restos de
aminoacidos de la region variable de cadena ligera y que comienza como se indica en la etapa 7 anterior y
normalmente finaliza con la secuencia de aminoacidos ‘...VVKR’ se sustituye con la regidon marco conservada 4
homologa mas cercana de cadena ligera humana, habitualmente de la linea germinal. Frecuentemente esta
region marco conservada 4 de cadena ligera humana tiene la secuencia ‘FGGGTKVEIKR'. Es posible que se
utilizan otras secuencias de regién marco conservada 4 de cadena ligera humana que no sean las mas
homologas o diferentes de otra manera sin que afecten la especificidad, afinidad y/o inmunogenicidad del
anticuerpo humanizado resultante. Esta secuencia de region marco conservada 4 de cadena ligera humana se
afade al final de la secuencia variable de la cadena ligera humanizada inmediatamente a continuacién de la
secuencia de CDR3 de la etapa 7 anterior. Este es ahora el final de la secuencia de aminoacidos variable de
cadena ligera humanizada.

Ejemplo: En la Figura 2, la region marco conservada 4 (FR4) de la secuencia de cadena ligera de conejo RbtVL
se muestra por encima de una secuencia FR4 humana homoéloga. La secuencia FR4 humana se afiade a la
secuencia variable de cadena ligera humanizada (VLh) justo después del final de la regiéon CDR3 afiadida en la
etapa 7 anterior.

Cadena pesada

1. Identificar el aminoacido que es el primero a continuaciéon de la secuencia del péptido de sefial. Este es el
comienzo de la region marco conservada 1. El péptido de sefial comienza en la primera metionina de inicio y
tiene normalmente 19 aminoacidos de longitud en las secuencias proteicas de cadena pesada del conejo.
Normalmente, pero no siempre necesariamente, los 3 restos de aminoacidos finales de un péptido de sefal de
cadena pesada de conejo son ‘...VQC’, seguidos por el inicio de la regién marco conservada 1. El inicio del
polipéptido maduro también se puede determinar experimentalmente por secuenciacion del extremo N de la
proteina, o se puede predecir utilizando un algoritmo de prediccion. Es decir también, el inicio de la regién marco
conservada 1 como se ha definido clasicamente por los expertos en el campo.

Ejemplo: Resto 1 de aminoacido de dRbtVH en la Figura 2, que comienza con ‘QEQL...’

2. Identificar el final de la region marco conservada 3. Esta tiene normalmente 95-100 aminoacidos a
continuacion del inicio de la region marco conservada 1 y normalmente tiene la secuencia final de ‘CAR...
(aunque la alanina puede ser también valina). Este es el final de la region marco conservada 3 como se ha
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definido clasicamente por los expertos en el campo.

Ejemplo: resto de aminoacido 98 de RbtVH en la Figura 2, que termina como *...FCVR'.

3. Utilizar la secuencia del polipéptido de cadena pesada del conejo que comienza desde el principio de la region
marco conservada 1 al final de la region marco conservada 3 como se ha definido anteriormente y llevar a cabo
una busqueda de homologia de secuencia respecto a las secuencias proteicas de anticuerpo humano mas
similares. Esto sera normalmente en una base de datos de secuencias de la linea germinal humana antes de la
maduracioén del anticuerpo con el fin de reducir la posibilidad de inmunogenicidad, sin embargo se pueden utilizar
cualquiera de las secuencias humanas. Normalmente se puede utilizar un programa como el BLAST para buscar
en una base de datos de secuencias la mas homoéloga. Las bases de datos de secuencias de anticuerpo
humanas se pueden encontrar entre distintas fuentes tales como el NCBI (Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica).

Ejemplo: Secuencias de aminoacidos de RbtVH desde los restos numerados de 1 hasta 98 en la Figura 2 se
procesan por BLAST contra la base de datos de anticuerpos de la linea germinal humana. Las tres secuencias
Unicas superiores de respuesta se muestran en la Figura 2 como 3-64-04,3-66-04 y 3-53-02.

4. En general la secuencia variable de cadena pesada mas homodloga de la linea germinal humana se utiliza
entonces como base para la humanizacién. Sin embargo, los expertos en la técnica pueden decidir si utilizan otra
secuencia que no sea la mas homologa segun determina el algoritmo de homologia, basandose en otros factores
que incluyen los huecos de secuencia y las similitudes de regiones marco conservadas.

Ejemplo 4: 3-64-04 en la Figura 2 era la secuencia variable de cadena pesada mas homodloga de la linea
germinal humana y se utiliz6 como base para la humanizacion de RbtVH.

5. Determinar la disposicion de las regiones marco conservadas y CDR (FR1, FR2, FR3, CDR1 y CDR2) de la
homoéloga humana que se va a utilizar para la humanizaciéon de la cadena pesada. Esto es utilizando la
disposicion que se describe en el campo. Alinear la secuencia variable de cadena pesada del conejo con la
homologa human, mientras que se mantiene la disposicién de la regiones marco conservadas y CDR.

Ejemplo: En la figura 2, las secuencia de RbtVH se alinea con la secuencia homdéloga humana 3-64-04, y se
indican la regiéon marco conservada y dominios CDR.

6. Sustituir las regiones CDR1 y CDR2 de la secuencia de cadena pesada homéloga humana con las secuencias
CDR1 y CDR2 de la secuencia de conejo. Si existen diferencias de longitud entre las secuencias CDR humanas
y de conejo entonces se utilizan las secuencias CDR de conejo completas y sus longitudes. Ademas, puede ser
necesario sustituir los tres aminoacidos finales de la region marco conservada 1 de cadena pesada humana con
los tres aminoacidos finales de la regién marco conservada 1 de la cadena pesada de conejo. Normalmente,
pero no siempre, en la regién marco conservada de cadena pesada del conejo estos tres restos estan a
continuacion de un resto de glicina precedido por un resto de serina. Ademas, puede ser necesario sustituir el
aminoacido final de la regidon marco conservada 2 de la cadena pesada humana con el aminoacido final de la
region marco conservada 2 de la cadena pesada del conejo. Tipicamente, pero no necesariamente siempre, este
es un resto de glicina precedido por un resto de isoleucina en la region marco conservada de cadena pesada del
conejo. Es posible que la especificidad, afinidad y/o inmunogenicidad del anticuerpo humanizado resultante
puedan no alterarse si se lleva a cabo intercambios de secuencia mayores o menores, o0 si se altera un resto(s)
especifico(s), aunque los intercambios que se describen se han utilizado satisfactoriamente, no se excluye la
posibilidad de que se puedan permitir otros cambios. Por ejemplo, normalmente existe un resto de aminoacido
triptéfano cuatro restos antes del final de la region CDR2 de cadena pesada del conejo, mientras que en la CDR2
de cadena pesada humana este resto es normalmente un resto de Serina. El cambio de este resto de triptéfano
del conejo por un resto de serina humano en esta posicion ha demostrado que tienen un minimo efecto o
ninguno en la especificidad o afinidad del anticuerpo humanizado, y por lo tanto minimiza adicionalmente el
contenido de restos de aminoacidos derivados de la secuencia de conejo en la secuencia humanizada.

Ejemplo: En la Figura 2, los restos de aminoacidos de CDR1 y CDR2 de la region variable de cadena pesada
homoéloga humana se sustituyen con las secuencias de aminoacidos de CDR1 y CDR2 de la secuencia de
cadena ligera de anticuerpo RbtVH de conejo, excepto en el resto encuadrado, que es un triptéfano en la
secuencia de conejo (posicion numero 63) y serina en la misma posicion de la secuencia humana, y se mantiene
como el resto de serina humano. Ademas de los cambios de CDR1 y CDR2, los ultimos tres aminoacidos de la
region marco conservada 1 (posiciones 28-30) asi como el resto final de la regién marco conservada 2 (posicion
49) se mantienen como los restos de aminoacidos del conejo en vez de los humanos. La secuencia humanizada
resultante se muestra abajo como VHh desde los restos numerados desde 1 hasta 98. Notese que los uUnicos
restos que son diferentes de la secuencias 3-64-04 humanas estan subrayados, y por lo tanto son restos de
aminoacido derivados de conejo. En este ejemplo solamente 15 de los 98 restos son diferentes de la secuencia
humana.

7. Después de la region marco conservada 3 de la nueva secuencia hibrida creada en la etapa 6, se pega la
CDR3 completa de la secuencia de cadena pesada del anticuerpo de conejo. La secuencia CDR3 puede tener
distintas longitudes, peor tiene normalmente de 5 a 19 aminoacidos de longitud. La regiéon CDR3 y el comienzo
de la siguiente region marco conservada 4 se han definido clasicamente y son identificables por los expertos en
la técnica. Normalmente, el inicio de la regiéon marco conservada 4, y por lo tanto tras el final de la CDR3 consiste
en la secuencia WGXG... (donde X es habitualmente Q o P), sin embargo puede existir alguna variacion en
estos restos.

Ejemplo: La CDR3 de RbtVH (restos de aminoacidos numerados de 99-110) se afaden tras el final de la region
marco conservada 3 en la secuencia humanizada indicada como VHh.

8. La region marco conservada 4 de cadena pesada del conejo, es que tipicamente los ultimos 11 restos de
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aminoacidos de la region variable de cadena pesada y comienza como se indica en la etapa 7 anterior, y termina
normalmente con la secuencia ‘...TVSS’ se sustituye con la regiéon marco conservada 4 humana homologa mas
cercana de cadena pesada, habitualmente de la secuencia de la linea germinal. Frecuentemente esta region
marco conservada 4 de cadena pesada humana tiene la secuencia ‘WGQGTLVTVSS'. Es posible que se utilicen
otras secuencias de regiéon marco conservada 4 de cadena pesada humana que no sean las mas homélogas o
diferentes de otra manera sin afectar la especificidad, afinidad y/o inmunogenicidad del anticuerpo humanizado
resultante. La secuencia de regién marco conservada 4 de cadena pesada humana se afiade al final de la
secuencia variable de cadena pesada humanizada siguiendo inmediatamente la secuencia de CDR3 de la etapa
7 anterior. Este es ahora el final de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada
humanizada.

Ejemplo: En la Figura 2, la regién marco conservada 4 (FR4) de la secuencia de cadena pesada RbtVH del
conejo se muestra sobre la secuencia FR4 de cadena pesada humana homologa. La secuencia de FR4 humana
se afiade a la secuencia variable de cadena pesada humanizada (VHh) justo después del final de la region CD3
afadida en la etapa 7 anterior.

Métodos de produccion de anticuerpos y fragmentos de los mismos

La divulgacion se refiere también a la produccion de los anticuerpos descritos en el presente documento o
fragmentos de los mismos. Los polipéptidos recombinantes correspondientes con los anticuerpos descritos en el
presente documento o fragmentos de los mismos se secretan a partir de cepas poliploides, preferentemente
diploides o tetraploides de levaduras competentes emparejadas. Se describen en el presente documento métodos
para la produccion di estos polipéptidos recombinantes en forma secretada durante periodos prolongados utilizando
cultivos que comprenden levaduras poliploides, es decir, al menos desde varios dias a una semana, mas
preferentemente al menos de un mes a varios meses, e incluso mas preferentemente al menos 6 meses a un afio o
mas largos. Estos cultivos de levaduras poliploides expresaran al menos 10-25 mg/litro de polipéptido, mas
preferentemente al menos 50-250 mg/litro, ain mas preferentemente al menos 500-1000 mg/litro, y mas
preferentemente un gramo por litro o mas del péptido(s) recombinante(s).

También se describe un par de células de levadura haploides marcado genéticamente que se transforman con
vectores de expresion que comprenden subunidades de una proteina heteromultimérica deseada. Una célula
haploide comprende un primer vector de expresion, y una segunda célula haploide comprende un segundo vector de
expresion. Las células de levadura diploides se pueden transformar con uno o mas vectores de expresion para
proporcionar la expresion y secrecion de uno o mas de los polipéptidos recombinantes. Una tnica célula haploide se
puede trasformar con uno o mas vectores y utilizarse para producir la levadura poliploide por estrategias de fusion o
emparejamiento. U cultivo de levaduras diploides se puede transformar con uno o mas vectores que proporcionen la
expresion y secrecion de un polipéptido o polipéptidos deseados. Estos vectores pueden comprender vectores, por
ejemplo plasmidos alineados u otros productos de ADN lineal que se integran en el genoma de la célula de levadura
aleatoriamente, por medio de recombinacion homoéloga, o utilizando una recombinasa tal como Cre/Lox o Flp/Frt.
Opcionalmente, se pueden introducir vectores de expresion adicionales en las células haploides o diploides; o el
primer y el segundo vectores de expresion pueden comprender secuencias codificantes adicionales; para la sintesis
de heterotrimeros; heterotetrameros; etc. Los niveles de expresion de los polipéptidos no idénticos se pueden
calibrar individualmente, y ajustarse por medio de seleccion apropiada, vector de niumero de copias, fuerza y/o
induccion del promotor y similares. Las células haploides transformadas se cruzan genéticamente o se fusionan. Las
cepas diploides o tetraploides resultantes se utilizan para producir y secretar proteinas biolégicamente funcionales y
totalmente ensambladas, los anticuerpos humanizados que se describen en el presente documento o fragmentos de
los mismos.

El uso de células diploides o tetraploides para la produccion proteica proporciona beneficios inesperados. Las
células se pueden cultivar con fines de produccion, es decir, aumentando la escala, y durante periodos de tiempo
ampliados, en condiciones que pueden ser perjudiciales para las células haploides, cuyas condiciones pueden incluir
una alta densidad celular; cultivo en medios minimos; cultivo a bajas temperaturas; cultivo estable en ausencia de
presion selectiva, y que puedan proporcionar el mantenimiento de la integridad de la secuencia genética heteréloga
y el mantenimiento de un alto nivel de expresion en el tiempo. Sin el deseo de quedar ligados por teoria alguna, los
inventores teorizan que estos beneficios pueden producirse, al menos en parte, por la creacion de cepas diploides a
partir de dos cepas haploides parentales distintas. Dichas cepas haploides pueden comprender numerosas
mutaciones autotréficas menores cuyas mutaciones se complementan en las diploides o tetraploides, haciendo
posible el crecimiento y el aumento de produccién en condiciones altamente selectivas.

Las células de levadura de emparejamiento competentes transformadas proporcionan un método que hace posible
el emparejamiento de subunidades de una proteina deseada. Las células haploides de levadura se transforman con
cada uno de dos vectores de expresion, un primer vector que dirige la sintesis de una cadena polipeptidica y un
segundo vector que dirige la sintesis de una segunda cadena polipeptidica no idéntica. las dos cepas haploides se
emparejan para proporcionar un huésped diploide donde se puede obtener la producciéon de la proteina diana
optimizada.

Opcionalmente, se proporcionan secuencias codificantes no idénticas adicionales. Dichas secuencias pueden estar
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presentes en vectores de expresion adicionales o en el primer y segundo vectores de expresién. Como se sabe en la
técnica, se pueden expresar independientemente muiltiples secuencias codificantes a partir de promotores
individuales; o se pueden expresar coordinadamente por medio de un “sitio de entrada del ribosoma interno” o
“IRES”, que es un elemento que promueve la entrada directa del ribosoma interno al codén de inicio, tal como ATG,
0 un cistrén (una region codificante de proteina), por lo que se da lugar a una traduccion independiente de cap del
gen. Los elementos IRES funcionales en levaduras estan descritos por Thompson et al. (2001) P.N.A.S. 98:12866-
12868.

Se pueden producir secuencias de anticuerpo en combinacién con una cadena J secretora, que proporciona un
aumento de la estabilidad de IgA (véase las Patentes de EE. UU. N° 5.959.177; y 5.202.422).

Las dos cepas de levadura haploide pueden ser cada una auxotréficas, y necesitar que el medio se suplemente para
el cultivo de células haploides. El par de auxétrofos son complementarios, de manera que el producto diploide
crecera en ausencia de los suplementos necesarios para las células haploides. Muchos de dichos marcadores
genéticos se conocen en levaduras, que incluyen las necesidades de aminoacidos (por ejemplo, met, lys, his, arg,
etc.), nucledsidos (por ejemplo, ura3, ade1, etc.); y similares. Los marcadores aminoacidos se pueden preferir para
los métodos de la invencidon. De manera alternativa, las células diploides que contienen los vectores deseados se
pueden seleccionar por otros medios, por ejemplo, por el uso de otros marcadores, tales como proteina fluorescente
verde, genes de resistencia a antibidticos, distintos marcadores genéticos dominantes, y similares.

Dos células haploides transformadas se pueden cruzar genéticamente y las cepas diploides que se producen de
este evento de emparejamiento se seleccionan por sus necesidades nutricionales hibridas y/o su espectro de
resistencia a los antibiéticos. De manera alternativa, las poblaciones de las dos cepas haploides transformadas se
convierten en esferoplastos y se fusionan, y la progenie diploide se regenera y se selecciona. Por cualquiera de los
métodos, se pueden identificar las cepas diploides y se cultivan selectivamente basandose en su capacidad para
crecer en medios diferentes que sus parentales. Por ejemplo, las células diploides pueden cultivarse en un medio
minimo que puede incluir antibiéticos. La estrategia de sintesis diploide tiene ciertas ventajas. Las cepas diploides
tienen el potencial de producir niveles aumentados de proteina heteréloga gracias a una complementacion mas
amplia por mutaciones subyacentes, que pueden tener un impacto en la produccion y/o secrecién de proteina
recombinante. Ademas, una vez que se han obtenido las cepas estables, se utiliza cualquier antibiético para
seleccionar las cepas que no es necesario que estén continuamente presentes en el medio de cultivo.

Como se ha sefalado anteriormente, se puede transformar una levadura haploide con un Unico o con multiples
vectores y emparejarse o fusionarse con una célula no transformada para producir una célula diploide que contienen
el vector o vectores. En otras realizaciones, se puede transformar una célula diploide con uno o mas vectores que
proporcionan la expresion y secrecion de un polipéptido heterélogo deseado por la célula de levadura diploide.

Se pueden transformar dos cepas haploides con una biblioteca de polipéptidos, por ejemplo, una biblioteca de
cadenas pesadas o ligeras de anticuerpo. Las células haploides que sintetizan los polipéptidos se emparejan con las
células haploides complementarias. Las células diploides resultantes se exploran respecto a la proteina funcional.
Las células diploides proporcionan un medio para conseguir a la vez rapidamente, convenientemente y de manera
barata, un gran numero de polipéptidos para el ensayo funcional. Esta tecnologia es aplicable especialmente para la
generacion de productos proteicos heterodiméricos, donde los niveles de sintesis de subunidades son criticos para
la expresion y secrecion de la proteina funcional.

La relacion del nivel de expresion de las dos subunidades se puede regular con el fin de maximizar la generacion del
producto. Se habia demostrado anteriormente que los niveles de subunidades proteicas heterodiméricas tenia un
impacto en la generacion del producto final (Simmons LC, J Immunol Methods. 2002 Mayo 1;263(1-2):133-47). Se
puede conseguir la regulacion antes de la etapa de emparejamiento por seleccién mediante un marcador presente
en el vector de expresion. Aumentando establemente el numero de copias del vector, ese puede aumentar el nivel
de expresion. En algunos casos, puede ser deseable aumentar el nivel de una cadena respecto a la otra, y alcanzar
de esta manera una proporcién equilibrada entre las subunidades del polipéptido. Los marcadores de resistencia a
antibioticos son utiles para este fin, por ejemplo, el marcador de resistencia a Zeocina, resistencia G418, etc., y
proporcionan un medio de enriquecimiento para cepas que contienen multiples copias integradas de un vector de
expresion en una cepa seleccionando los transformantes que son resistentes a altos niveles de Zeocina o G418. La
relacion apropiada, por ejemplo 1:1, 1:2, etc., de las subunidades de genes puede ser importante para una
produccién proteica eficaz. Incluso cuando se utiliza el mismo promotor para transcribir ambas unidades, otros
muchos factores contribuyen al nivel final de la proteina que se expresa y por lo tanto, puede ser util aumentar el
numero de copias de un gen codificado respecto al otro. De manera alternativa, las cepas diploides que producen
altos niveles de un polipéptido, con respecto a las cepas con una unica copia del vector, se crean emparejando dos
cepas haploides, que tienen ambas multiples copias de los vectores de expresion.

Las células huésped se transforman con los vectores de expresion que se han descrito anteriormente, se emparejan
para formar cepas diploides, y se cultivan en un medio nutriente convencional modificado segun sea apropiado para
inducir los promotores, seleccionar los transformantes o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas,
Se conocen en la técnica varios medios minimos adecuados para el cultivo de levaduras. Cualquiera de estos
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medios se pueden suplementar segun sea necesario con sales (tales como cloruro sédico, calcico, magnésico, y
fosfato), tampones (tales como fosfato, HEPES), nucledsidos (tales como adenosina y timidina), antibiéticos,
elementos traza, y glucosa o una fuente de energia equivalente. Cualquier otro suplemento necesario también se
puede incluir a las concentraciones apropiadas que conocerian los expertos en la técnica. Las condiciones de
cultivo, tales como temperatura, pH y similares, son los que se utilizaron anteriormente con la célula huésped
seleccionada para la expresion, y seran evidentes para el experto habituado en la técnica.

Las proteinas secretadas se recuperan del medio de cultivo. Puede ser util un inhibidor de proteasas, tal como el
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) para inhibir la degradacion proteolitica durante la purificaciéon, y se pueden
incluir antibiéticos para evitar el crecimiento de contaminantes accidentales. La composicion se pueden concentrar,
filtrar, dializar, etc., utilizando métodos conocidos en la técnica.

Las células diploides de la invencion se cultivan con fines de produccion. Dichos fines de produccién incluyen
deseablemente el cultivo en un medio minimo, cuyo medio carece de aminoacido preformados y otras biomoléculas
complejas, por ejemplo, medios que comprenden amoniaco como fuente de nitrégeno, y glucosa como fuente de
energia y carbono, y sales como fuente de fosfato, calcio y similares. Preferentemente dicho medio de produccion
carece de agentes selectivos tales como antibiéticos, aminoacidos, purinas, pirimidinas, etc. Las células diploides se
pueden cultivar a alta densidad celular, por ejemplo, al menos aproximadamente 50 g/l; mas habitualmente al menos
aproximadamente 100 g/l; y puede ser al menos aproximadamente 300, aproximadamente 400, aproximadamente
500 g/l o mas.

El cultivo de las células en cuestion con fines de produccion se puede llevar a cabo a bajas temperaturas, cuya
temperatura se puede disminuir durante la fase log, durante la fase estacionaria, o en ambas. La expresion “baja
temperatura” se refiere a temperatura de al menos aproximadamente 15 °C, mas habitualmente al menos
aproximadamente 17 °C, y puede ser aproximadamente 20 °C, y habitualmente no es mayor de aproximadamente
25 °C, mas habitualmente no mas de aproximadamente 22 °C. La baja temperatura habitualmente no es mayor de
aproximadamente 28 °C. La temperatura de cultivo puede tener un impacto en la producciéon de proteinas de
longitud completa secretadas en los cultivos de produccion, y la disminucion de la temperatura del cultivo de
crecimiento puede aumentar fuertemente el rendimiento del producto intacto. La disminuciéon de la temperatura
parece que ayuda al trafico intracelular mediante el plegamiento y las rutas de procesamiento post-traduccional que
utiliza el huésped para generar el producto diana, junto con la reduccién de la degradacion por proteasas celulares.

Los métodos de la divulgacion proporcionan la expresion de proteina activa secretada, preferentemente una proteina
de mamifero. “Anticuerpos activos” secretados, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un multimero
plegado correctamente de al menos dos cadenas emparejadas apropiadamente, que se unen precisamente a su
antigeno equivalente. Los niveles de expresion de la proteina activa son habitualmente aproximadamente de 10-50
mg/litro de cultivo, mas habitualmente al menos aproximadamente de 100 mgl/litro, preferentemente al menos
aproximadamente de 500 mg/litro, y puede ser de 1000 mg/litro o mas.

Los métodos de la divulgacion pueden proporcionar un aumento de estabilidad del huésped y de las secuencias
codificantes durante la produccién. La estabilidad se evidencia, por ejemplo, por el mantenimiento de altos niveles
de expresion en el tiempo, donde el nivel de expresion inicial disminuye no mas de aproximadamente un 20 %,
habitualmente no mas de un 10%, y puede disminuir no mas de aproximadamente un 5% durante
aproximadamente 20 duplicaciones, 50 duplicaciones, 100 duplicaciones, o mas.

La estabilidad de la cepa también proporciona el mantenimiento de la integridad de la secuencia genética heteréloga
en el tiempo, donde la secuencia de la secuencia codificante activa y las necesidades de los elementos reguladores
transcripcionales se mantiene en al menos aproximadamente el 99 % de las células diploides, habitualmente en al
menos el 99,9 % de las células diploides, y preferentemente en al menos aproximadamente el 99,99 % de las
células diploides durante 20 duplicaciones, 50 duplicaciones, 100 duplicaciones, o mas. Preferentemente,
sustancialmente todas las células diploides mantendran la secuencia de la secuencia codificante activa y las
necesidades de los elementos reguladores transcripcionales.

Otros métodos de produccion de anticuerpos son bien conocidos por los expertos habituados en la técnica. Por
ejemplo, los métodos de produccion de anticuerpos quiméricos se conocen bien ahora en la técnica. (Véase, por
ejemplo, la Patente de EE. UU. N° 4.816.567 de Cabilly et al.; Morrison et al., P.N.A.S. USA, 81:8651-55 (1984);
Neuberger, M.S. et al., Nature, 314:268-270 (1985); Boulianne, G.L. et al., Nature, 312:643-46 (1984)).

Al igual, ahora se conocen bien en la técnica otros métodos de produccion de anticuerpos humanizados (Véase, por
ejemplo, las Patentes de EE. UU. N° 5.530.101, 5.585.089, 5.693.762, y 6.180.370 de Queen et al; Patentes de EE.
UU. N° 5.225.539 y 6.548.640 de Winter; Patentes de EE. UU. N° 6.054.297, 6.407.213 y 6.639.055 de Carter et al;
Patente de EE. UU. N° 6.632.927 de Adair; Jones, P.T. et al, Nature, 321:522-525 (1986); Reichmann, L., et al,
Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen, M, et al, Science, 239:1534-36 (1988)).

Los anticuerpos polipeptidicos de la invencién que tienen una especificidad de unién por IL-6 también se pueden
producir por construccién, utilizando técnicas convencionales bien conocidas por los expertos habituado en la
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técnica, de un vector que contenga un operon y una secuencia de ADN que codifica una cadena pesada de
anticuerpo en el cual la secuencia de ADN que codifica las CDR necesarias para la especificidad de los anticuerpos
se derivan de una fuente celular no humana, preferentemente una fuente de células B de conejo, mientras que la
secuencia de ADN de las partes restantes de la cadena del anticuerpo se deriva de una fuente celular humana.

Se produce un segundo vector de expresion utilizando los mismos medios convencionales bien conocidos por los
expertos habituados en la técnica, conteniendo dicho vector un operdn y una secuencia de ADN que codifica una
cadena ligera de anticuerpo en el que la secuencia de ADN que codifica las CDR necesarias para la especificidad
del anticuerpo se derivan de una fuente celular no humana, preferentemente una fuente de células B de conejo,
mientras que la secuencia de ADN que codifica las partes restantes de la cadena del anticuerpo se deriva de una
fuente celular humana.

Los vectores de expresion se transfectan en una células huésped por técnicas convencionales bien conocidas por
los expertos habituados en la técnica para producir una célula huésped transfectada, se cultiva dicha célula huésped
transfectada por técnicas convencionales bien conocidas por los expertos habituados en la técnica para producir
dichos anticuerpos polipeptidicos.

La célula huésped se puede co-transfectar con los dos vectores descritos anteriormente, el primer vector de
expresion que contiene el ADN que codifica un operdn y un polipéptido derivado de cadena ligera y el segundo
vector que contiene un ADN que codifica un operén y un polipéptido derivado de cadena pesada. Los dos vectores
contienen diferentes marcadores genéticos, pero preferentemente alcanzan una expresion sustancialmente igual de
los polipéptidos de cadena pesada y ligera. De manera alternativa, se puede utilizar un unico vector, el vector
incluiria el ADN que codifica ambos polipéptidos de cadena pesada y ligera. Las secuencias codificantes de las
cadenas pesada y ligera pueden comprender ADNCc.

Las células huésped que se utilizan para expresar los anticuerpos polipeptidicos pueden ser una célula bacteriana
tal como E. coli, o una célula eucariota. Se puede utilizar una célula de mamifero de un tipo bien definido para este
fin, tal como una célula de mieloma o una linea celular de ovario de hamster chino (CHO).

Los métodos generales por los que se pueden construir los vectores, los métodos de transfeccion necesarios para
producir la célula huésped y los métodos de cultivo necesarios para producir los anticuerpos polipeptidicos de dinas
células huésped incluyen todos ellos técnicas convencionales. Aunque la linea celular que se utiliza para producir el
anticuerpo es preferentemente una linea celular de mamifero, se puede utilizar alternativamente cualquier otra linea
celular adecuada, tal como una linea celular bacteriana como una cepa bacteriana derivada de E. coli, o una linea
celular de levadura.

De manera similar, una vez que se producen los anticuerpos polipeptidicos se pueden purificar de acuerdo con
procedimientos convencionales en la técnica, tal como por ejemplo, filtracion de flujo cruzado, precipitacion en
sulfato amodnico, cromatografia en columna de afinidad y similares.

Los anticuerpos polipeptidicos descritos en el presente documento también se pueden utilizar para el disefio y
sintesis de miméticos de péptido o no péptidos que serian Utiles para las mismas aplicaciones terapéuticas que los
anticuerpos polipeptidicos de la invencion. Véase, por ejemplo, Saragobi et al, Science, 253:792-795 (1991).

Ensayos de exploracion

La divulgacién también incluye ensayos de exploracion disefiados para ayudar a la identificacion de enfermedades y
trastornos asociados con IL-6 en pacientes que presentan sintomas de una enfermedad o trastorno asociados a IL-
6.

Los anticuerpos anti-IL-6, o fragmentos de unidn a IL-6 de los mismos, se pueden utilizar para detectar la presencia
de IL-6 en una muestra bioldgica que se obtiene de un paciente que presenta sintomas de una enfermedad o
trastorno asociado con IL-6. La presencia de IL-6, o niveles elevados de la misma cuando se comparan con los
niveles de IL-6 en la pre-enfermedad en una muestra biolégica comparable, puede ser beneficioso para diagnosticar
una enfermedad o trastorno asociado con IL-6.

También se describe un ensayo diagndstico o de exploracion para ayudar al diagndstico de enfermedades o
trastornos asociados con IL-6 en pacientes que presentan sintomas de una enfermedad o trastorno asociados a IL-6
que se identifican en el presente documento, que comprende el ensayo del nivel de la expresiéon de IL-6 en una
muestra biolégica de dicho paciente utilizando un anticuerpo anti-IL-6 modificado post-traduccionalmente o un
fragmento de unidn del mismo. El anticuerpo anti-IL-6 o fragmento de union del mismo se puede modificar post-
traduccionalmente incluyendo un resto detectable tal como se ha expuesto anteriormente en la divulgacion.

El nivel de IL-6 en la muestra bioldgica se determina utilizando un anticuerpo anti-IL-6 modificado o un fragmento de

union del mismo como se ha expuesto en el presente documento, y comparando el nivel de IL-6 en la muestra
biolégica con un nivel de referencia de IL-6 (por ejemplo, el nivel de muestras biolégicas normales). El clinico
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experto entendera que puede existir alguna variabilidad entre las muestras biolégicas normales y los tendria en
consideracion cuando evalle los resultados.

El ensayo descrito anteriormente también puede ser util para el seguimiento de la enfermedad o trastorno, donde el
nivel de IL-6 que se obtiene en una muestra de un paciente del que se cree que tiene una enfermedad o trastorno
asociado con IL-6 se compara con el nivel de IL-6 en muestras bioldgicas anteriores del mismo paciente, con el fin
de asegurarse si el nivel de IL-6 en dicho paciente ha cambiado, por ejemplo, con un régimen de tratamiento.

La invencién también se refiere a un método de formacion de imagenes in vivo que detectan la presencia de células
que expresan IL-6 que comprende la administracion de una cantidad diagndsticamente eficaz de una composicion
diagnostica. Dicha formacion de imagenes in vivo es util para la deteccion y la formacion de imagenes de tumores
que expresan IL-6 o metastasis y sitios inflamatorios que expresan IL-6, por ejemplo, y se pueden utilizar como parte
de una planificaciéon de un régimen para disefiar un protocolo eficaz de tratamiento de cancer o artritis.

Un clinico experto entendera que una muestra biolégica incluye, pero no se limita a, suero, plasma, orina, saliva,
mucus, liquido pleural, liquido sinovial y liquido cefalorraquideo.

Métodos para mejorar o reducir los sintomas de, o tratar, o prevenir, enfermedades y trastornos asociados
con IL-6

En otra realizacion de la invencion, los anticuerpos anti-IL-6, o fragmentos de los mismos, son Utiles para mejorar o
reducir los sintomas de, o tratar, o prevenir, enfermedades o trastornos asociados con IL-6. Los anticuerpos anti-IL-6
descritos en el presente documento, o fragmentos de los mismos, también se pueden administrar en una cantidad
terapéuticamente eficaz a pacientes que necesitan el tratamiento de enfermedades y trastornos asociados con IL-6
en forma de una composicion farmacéutica como se describe con mas detalle posteriormente.

En una realizacién de la invencion, los anticuerpos anti-IL-6 de acuerdo con las presentes reivindicaciones, o
fragmentos de los mismos son utiles para mejorar o reducir los sintomas de, o tratar enfermedades y trastornos
asociados con fatiga. Las enfermedades o trastornos asociados con fatiga incluyen, por no se limitan a, fatiga
general, fatiga inducida por ejercicio, fatiga relacionada con el cancer, fatiga relacionada con enfermedad
inflamatoria, y sindrome de fatiga cronica. Véase, por ejemplo, Esper DH, et al, The cancer cachexia syndrome: a
review of metabolic and clinical manifestations, Nutr Clin Pract., Ago. de 2005 ;20 (4):369-76; Vgontzas AN, et al, IL-
6 and its circadian secretion in humans, Neuroimmunomodulation, 2005;12(3):131-40; Robson-Ansley, PJ, et al,
Acute interleukin-6 administration impairs athletic performance in healthy, trained male runners, Can J Appl Physiol.,
Ago. de 2004 ;29(4):411-8; Shephard RJ., Cytokine responses to physical activity, with particular reference to IL-6:
sources, actions, and clinical implications, Crit Rev Immunol., 2002;22(3):165-82; Arnold, MC, et al, Using an
interleukin-6 challenge to evaluate neuropsychological performance in chronic fatigue syndrome, Psychol Med., Ago.
de 2002 ;32(6):1075-89; Kurzrock R., The role of cytokines in cancer-related fatigue, Cancer, 2001 Sep 15;92(6 Sup-
pl):1684-8; Nishimoto N, et al, Improvement in Castleman’s disease by humanized anti-interleukin-6 receptor
antibody therapy, Blood, 1 de Ene de 2000 ; 95 (1):56-61; Vgontzas AN, et al, Circadian interleukin-6 secretion and
quantity and depth of sleep, J Clin Endocrinol Metab., Ago. de 1999 ;84(8):2603-7; y Spath-Schwalbe E, et al, Acute
effects of recombinant human interleukin 6 on endocrine and central nervous sleep functions in healthy men, J Clin
Endocrinol Metab., 1998 May;83(5):1573-9.

En una realizacion preferida de la invencion, los anticuerpos anti-IL-6 de acuerdo con las presentes reivindicaciones,
o fragmentos de los mismos, son utiles para mejorar o reducir los sintomas de, o tratar la caquexia. Las
enfermedades o trastornos asociados con caquexia incluyen, pero no se limitan a, caquexia relacionada con el
cancer, caquexia relacionada con enfermedades cardiacas, caquexia relacionada con enfermedades respiratorias,
caquexia relacionada con enfermedades renales, caquexia relacionada con la edad. Véase, por ejemplo, Barton,
BE., Interleukin-6 and new strategies for the treatment of cancer, hyperproliferative diseases and paraneoplastic
syndromes, Expert Opin Ther Targets, Ago. de 2005 ;9(4):737-52; Zaki MH, et al, CNTO 328, a monoclonal antibody
to IL-6, inhibits human tumor-induced cachexia in nude mice, Int J Cancer, 2004 Sep 10;111(4):592-5; Trikha M, et
al, Targeted anti-interleukin-6 monoclonal antibody therapy for cancer: a review of the rationale and clinical evidence,
Clin Cancer Res., 2003 Oct 15;9(13):4653-65; Lelli G, et al, Treatment of the cancer anorexia-cachexia syndrome: a
critical reappraisal, J Chemother., 2003 Jun;15(3):220-5; Argiles JM, et al, Cytokines in the pathogenesis of cancer
cachexia, Curr Opin Clin Nutr Metab Care, 2003 Jul;6(4):401-6; Barton BE., IL-6-like cytokines and cancer cachexia:
consequences of chronic inflammation, Immunol Res., 2001;23(1):41-58; Yamashita JI, et al, Medroxyprogesterone
acetate and cancer cachexia: interleukin-6 involvement, Breast Cancer, 2000;7(2):130-5; Yeh SS, et al, Geriatric
cachexia: the role of cytokines, Am J Clin Nutr., Ago. de 1999 ;70(2):183-97; Strassmann G, et al, Inhibition of
experimental cancer cachexia by anti-cytokine and anti-cytokine-receptor therapy, Cytokines Mol Ther., 1995
Jun;1(2):107-13; Fujita J, et al, Anti-interleukin-6 receptor antibody prevents muscle atrophy in colon-26
adenocarcinoma-bearing mice with modulation of lysosomal and ATP-ubiquitin-dependent proteolytic pathways, Int J
Cancer, 1996 Nov 27;68(5):637-43; Tsujinaka T, et al, Interleukin 6 receptor antibody inhibits muscle atrophy and
modulates proteolytic systems in interleukin 6 transgenic mice, J Clin Invest., 1 de Ene de 1996 ;97(1):244-9; Emilie
D, et al, Administration of an anti-interleukin-6 monoclonal antibody to patients with acquired immunodeficiency
syndrome and lymphoma: effect on lymphoma growth and on B clinical Symptoms, Blood, 1994 Oct 15;84 (8):2472-
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9; and Strassmann G, et al, Evidence for the involvement of interleukin 6 in experimental cancer cachexia, J Clin
Invest., May 1992; 89(5):1681-4.

En otra realizacién de la invencién los anticuerpos anti-IL-6 de acuerdo con las presentes reivindicaciones, o
fragmentos de los mismos, son utiles para mejorar o reducir los sintomas de, o tratar enfermedades y trastornos
autoinmunitarios. Las enfermedades y trastornos asociados con autoinmunidad incluyen, pero no se limitan a, artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico (LES), artritis idiopatica sistémica juvenil, psoriasis, artropatia psoriasica,
espondilitis anquilosante, enfermedad intestinal inflamatoria (IBD), polimialgia reumatica, arteritis de células
gigantes, vasculitis autoinmunitaria, enfermedad del injerto contra el huésped (GVHD), sindrome de Sjogren,
enfermedad de Still de aparicién en el adulto. En una realizacién preferida de la invencion, los anticuerpos anti-IL-6
humanizados de acuerdo con las presentes reivindicaciones, o fragmentos de los mismos, son Utiles para mejorar o
reducir los sintomas, o tratar la artritis reumatoide y la artritis idiopatica juvenil. Véase, por ejemplo, Nishimoto N.,
Clinical studies in patients with Castleman’s disease, Crohn’s disease, and rheumatoid arthritis in Japén, Clin Rev
Allergy Immunol., 2005 Jun;28(3):221-30; Nishimoto N, et al, Treatment of rheumatoid arthritis with humanized anti-
interleukin-6 receptor antibody: a multicenter, double-blind, placebo-controlled trial, Arthritis Rheum., 2004
Jun;50(6):1761-9; Choy E., Interleukin 6 receptor as a target for the treatment of rheumatoid arthritis, Ann Rheum
Dis., 2003 Nov;62 Suppl 2:ii68-9; Nishimoto N, et al, Toxicity, pharmacokinetics, and dose-finding study of repetitive
treatment with the humanized anti-interleukin 6 receptor antibody MRA in rheumatoid arthritis. Phase I/l clinical
study, J Rheumatol., 2003 Jul;30(7):1426-35; Mihara M, et al, Humanized antibody to human interleukin-6 receptor
inhibits the development of collagen arthritis in cynomolgus monkeys, Clin Immunol., 2001 Mar;98(3):319-26;
Nishimoto N, et al, Anti-interleukin 6 receptor antibody treatment in rheumatic disease, Ann Rheum Dis., 2000 Nov;59
Suppl 1:i21-7; Tackey E, et al, Rationale for interleukin-6 blockade in systemic lupus erythematosus, Lupus,
2004;13(5):339-43; Finck BK, et al, Interleukin 6 promotes murine lupus in NZB/NZW FI mice, J Clin Invest., Ago. de
1994 ;94 (2):585-91; Kitani A, et al, Autostimulatory effects of IL-6 on excessive B cell differentiation in patients with
systemic lupus erythematosus: analysis of IL-6 production and IL-6R expression, Clin Exp Immunol., Abr de 1992
;88(1):75-83; Stuart RA, et al, Elevated serum interleukin-6 levels associated with active disease in systemic
connective tissue disorders, Clin Exp Rheumatol., Ene-Feb de 1995;13 (1):17-22; Mihara M, et al, IL-6 receptor
blockage inhibits the onset of autoimmune kidney disease in NZB/W FI mice, Clin Exp Immunol., 1998 Jun;12(3):397-
402; Woo P, et al, Open label phase Il trial of single, ascending doses of MRA in Caucasian children with severe
systemic juvenile idiopathic arthritis: proof of principle of the efficacy of IL-6 receptor blockade in this type of arthritis
and demonstration of prolonged clinical improvement, Arthritis Res Ther., 2005;7(6):R1281-8. Epub 2005 Sep 15;
Yokota S, et al, Clinical study of tocilizumab in children with systemic-onset juvenile idiopathic arthritis, Clin Rev
Allergy Immunol., 2005 Jun;28(3):231-8; Yokota S, et al, Therapeutic efficacy of humanized recombinant anti-
interleukin-6 receptor antibody in children with systemic-onset juvenile idiopathic arthritis, Arthritis Rheum., 2005
Mar;52(3):818-25; de Benedetti F, et al, Targeting the interleukin-6 receptor: a new treatment for systemic juvenile
idiopathic arthritis?, Arthritis Rheum., 2005 Mar;52(3):687-93; De Benedetti F, et al, Is systemic juvenile rheumatoid
arthritis an interleukin 6 mediated disease?, J Rheumatol., 1998 Feb;25(2):203-7; Ishihara K, et al, IL-6 in
autoimmune disease and chronic inflammatory proliferative disease, Cytokine Growth Factor Rev., Ago.-Oct de 2002
;13 (4-5):357- 68; Gilhar A, et al, In vivo effects of cytokines on psoriatic skin grafted on nude mice :involvement of
the tumor necrosis factor (TNF) receptor, Clin Exp Immunol., 1996 Oct;106(1):134-42; Spadaro A, et al, Interleukin-6
and soluble interleukin-2 receptor in psoriatic arthritis: correlations with clinical and laboratory parameters, Clin Exp
Rheumatol., Jul-Ago. de 1996;14 (4):413-6; Ameglio F, et al, Interleukin-6 and tumor necrosis factor levels decrease
in the suction blister fluids of psoriatic patients during effective therapy, Dermatology, 1994;189(4):359-63; Wendling
D, et al, Combination therapy of anti-CD4 and anti-IL-6 monoclonal antibodies in a case of severe
spondylarthropathy, Br J Rheumatol., Dic de 1996 ;35(12):1330; Gratacos J, et al, Serum cytokines (IL-6, TNF-alpha,
IL-1 beta and IFN-gamma) in ankylosing spondylitis: a close correlation between serum IL-6 and disease activity and
severity, Br J Rheumatol., 1994 Oct;33(10):927-31; lto H., Treatment of Crohn’s disease with anti-IL-6 receptor
antibody, J Gastroenterol., 2005 Mar;40 Suppl 16:32-4; Ito H, et al, A pilot randomized trial of a human anti-
interleukin-6 receptor monoclonal antibody in active Crohn’s disease, Gastroenterology, Abr de 2004 ;126(4):989-96;
discussion 947; lto H., IL-6 and Crohn’s disease, Curr Drug Targets Inflamm Allergy, 2003 Jun;2(2):12530; Ito H, et
al, Anti-IL-6 receptor monoclonal antibody inhibits leukocyte recruitment and promotes T-cell apoptosis in a murine
model of Crohn’s disease, J Gastroenterol., 2002 Nov;37 Suppl 14:56-61; Ito H., Anti-interleukin-6 therapy for
Crohn’s disease, Curr Pharm Des., 2003;9(4):295-305; Salvarani C, et al, Acute-phase reactants and the risk of
relapse/recurrence in polymyalgia rheumatica: a prospective follow-up study, Arthritis Rheum., 2005 Feb 15;53(1):33-
8; Roche NE, et al, Correlation of interleukin-6 production and disease activity in polymyalgia rheumatica and giant
cell arteritis, Arthritis Rheum., 1993 Sep;36(9):1286-94; Gupta M, et al, Cytokine modulation with immune gamma-
globulin in peripheral blood of normal children and its implications in Kawasaki disease treatment, J Clin Immunol.,
2001 May;21(3):193-9; Noris M, et al, Interleukin-6 and RANTES in Takayasu arteritis: a guide for therapeutic
decisions?, Circulation, 1999 Jul 6;100(1):55-60; Besbas N, et al, The role of cytokines in Henoch Schonlein purpura,
Scand J Rheumatol., 1997;26(6):456-60; Hirohata S, et al, Cerebrospinal fluid interleukin-6 in progressive Neuro-
Behcet's syndrome, Clin Immunol Immunopathol., Ene de 1997 ;82(1):12-7; Yamakawa Y, et al, Interleukin-6 (IL-6) in
patients with Behcet's disease, J Dermatol Sci., 1996 Mar;11(3):189-95; Kim DS., Serum interleukin-6 in Kawasaki
disease, Yonsei Med J., 1992 Jun;33(2):183-8; Lange, A., et al, Cytokines, adhesion molecules (E-selectin and
VCAM-1) and graft-versus-host disease, Arch. Immunol Ther Exp., 1995, 43(2):99-105; Tanaka, J., et al, Cytokine
gene expression after allogeneic bone marrow transplantation, Leuk. Lymphoma, 1995 16(5-6):413-418; Dickenson,
AM, et al, Predicting outcome in hematological stem cell transplantation, Arch Immunol Ther Exp., 2002 50(6):371-8;

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2610607 T3

Zeiser, R, et al, Immunopathogenesis of acute graft-versus-host disease: implications for novel preventive and
therapeutic strat~egies, Ann Hematol., 2004 83(9):551-65; Dickinson, AM, et al, Genetic polymorphisms predicting
the outcome of bone marrow transplants, Br. J Haematol., 2004 127(5):479-90; y Scheinberg MA, et al, Interleukin 6:
a possible marker of disease activity in adult onset Still's disease, Clin Exp Rheumatol., Nov-Dic de 1996;14 (6):653-
5.

En otra realizaciéon de la invencioén, los anticuerpos anti-IL-6 de acuerdo con las presentes reivindicaciones, o
fragmentos de los mismos, son utiles para mejorar o reducir los sintomas de, o tratar enfermedades y trastornos
asociados con el sistema esquelético. Las enfermedades y trastornos asociados con el sistema esquelético incluyen,
pero no se limitan a, osteoartritis, osteoporosis y enfermedad de Paget del hueso. En una realizacion preferida de la
invencion, los anticuerpos anti-IL-6 humanizados de acuerdo con las presentes reivindicaciones, o fragmentos de los
mismos, son Utiles para mejorar o reducir los sintomas de, o tratar la osteoartritis. Véase, por ejemplo, Malemud CJ.,
Cytokines as therapeutic targets for osteoarthritis, BioDrugs, 2004;18(1):23-35; Westacott Cl, et al, Cytokines in
osteoarthritis: mediators o markers of joint destruction?, Semin Arthritis Rheum., 1996 Feb;25(4):254-72; Sugiyama
T., Involvement of interleukin-6 and prostaglandin E2 in particular osteoporosis of postmenopausal women with
rheumatoid arthritis, J Bone Miner Metab., 2001;19(2):89-96; Abrahamsen B, et al, Cytokines and bone loss in a 5-
year longitudinal study - hormone replacement therapy suppresses serum soluble interleukin-6 receptor and
increases interleukin-1-receptor antagonist: the Danish Osteoporosis Prevention Study, J Bone Miner Res., Ago. de
2000 ;15(8):1545-54; Straub RH, et al, Hormone replacement therapy and interrelation between serum interleukin-6
and body mass index in postmenopausal women: a population-based study, J Clin Endocrinol Metab., 2000
Mar;85(3):1340-4; Manolagas SC, The role of IL-6 type cytokines and their receptors in bone, Ann N Y Acad Sci.,
1998 May 1;840:194-204; Ershler WB, et al, Immunologic aspects of osteoporosis, Dev Comp Immunol., Nov-Dic de
1997;21(6):487-99; Jilka RL, et al, Increased osteoclast development after estrogen loss: mediation by interleukin-6,
Science, 1992 Jul 3;257(5066):88-91; Kallen KJ, et al, New developments in IL-6 dependent biology and therapy:
where do we stand and what are the options?, Expert Opin Investig Drugs, 1999 Sep;8(9): 1327-49; Neale SD, et al,
The influence of serum cytokines and growth factors on osteoclast formation in Paget’s disease, QJM, Abr de 2002
;95 (4):233 - 40; Roodman GD, Osteoclast function In Paget's disease and multiple myeloma, Bone, Ago. de 1995
;17(2 Suppl):57S-61S; Hoyland JA, et al, Interleukin-6, IL-6 receptor, and IL-6 nuclear factor gene expression in
Paget's disease, J Bone Miner Res., Ene de 1994 ;9(1):75-80; and Roodman GD, et al, Interleukin 6. A potential
autocrine/paracrine factor in Paget'’s disease of bone, J Clin Invest., Ene de 1992 ;89(1):46-52.

En otra realizaciéon de la invencioén, los anticuerpos anti-IL-6 de acuerdo con las presentes reivindicaciones,
fragmentos de los mismos, son utiles para mejorar o reducir los sintomas de, o tratar enfermedades o trastornos
asociados con el cancer. Las enfermedades o trastornos asociados con cancer incluyen, pero no se limitan a,
mieloma multiple, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, cancer de préstata, leucemia, cancer celular renal,
enfermedad de Castleman multicéntrica, cocer ovarico, resistencia a farmacos en la quimioterapia del cancer y
toxicidad de la quimioterapia en el cancer. Véase, por ejemplo, Hirata T, et al, Humanized anti-interleukin-6 receptor
monoclonal antibody induced apoptosis of fresh and cloned human myeloma cells in vitro, Leuk Res., Abr de 2003
;27(4):343-9, Bataille R, et al, Biologic effects of anti-interleukin-6 murine monoclonal antibody in advanced multiple
myeloma, Blood, 1995 Jul 15;86 (2):685-91; Goto H, et al, Mouse anti-human interleukin-6 receptor monoclonal
antibody inhibits proliferation of fresh human myeloma cells in vitro, Jpn J Cancer Res., 1994 Sep;85(9):958-65; Klein
B, et al, Murine anti-interleukin-6 monoclonal antibody therapy for a patient with plasma cell leukemia, Blood, 1991
Sep 1;78(5):1198-204; Mauray S, et al, Epstein-Barr virus-dependent lymphoproliferative disease: critical role of IL-6,
Eur J Immunol., 2000 Jul;30(7):2065-73; Tsunenari T, et al, New xenograft model of multiple myeloma and efficacy of
a humanized antibody against human interleukin-6 receptor, Blood, 1997 Sep 15;90(6):2437-44; Emilie D, et al,
Interleukin-6 production in high-grade B lymphomas: correlation with the presence of malignant immunoblasts in
acquired immunodeficiency syndrome and in human immunodeficiency virus-seronegative patients, Blood, 1992 Jul
15;80(2):498-504; Emilie D, et al, Administration of an anti-interleukin-6 monoclonal antibody to patients with
acquired immunodeficiency syndrome and lymphoma: effect on lymphoma growth and on B clinical Symptoms,
Blood, 1994 Oct 15; 84(8):2472-9; Smith PC, et al, Anti-interleukin-6 monoclonal antibody induces regression of
human prostate cancer xenografts in nude mice, Prostate, 2001 Jun 15;48(1):47-53; Smith PC, et al, Interleukin-6
and prostate cancer progression, Cytokine Growth Factor Rev., 2001 Mar;12(1):33-40; Chung TD, et al,
Characterization of the role of IL-6 in the progression of prostate cancer, Prostate, 1999 Feb 15;38(3):199-207;
Okamoto M, et al, Interleukin-6 as a paracrine and autocrine growth factor in human prostatic carcinoma cells in vitro,
Cancer Res., 1 de Ene de 1997 ;57(1):141-6; Reittie JE, et al, Interleukin-6 inhibits apoptosis and tumor necrosis
factor induced proliferation of B-chronic lymphocytic leukemia, Leuk Lymphoma, Jun 1996;22(1-2):83-90, follow 186,
color plate VI; Sugiyama H, et al, The expression of IL-6 and its related genes in acute leukemia, Leuk Lymphoma,
Mar 1996;21(1-2):49-52; Bataille R, et al, Effects of an anti-interleukin-6 (IL-6) murine monoclonal antibody in a
patient with acute monoblastic leukemia, Med Oncol Tumor Pharmacother., 1993;10(4):185-8; Kedar I, et al,
Thalidomide reduces serum C-reactive protein and interleukin-6 and induces response to IL-2 in a fraction of
metastatic renal cell cancer patients who failed IL-2-based therapy, Int J Cancer, 2004 Jun 10;110(2):260-5; Angelo
LS, Talpaz M, Kurzrock R, Autocrine interleukin-6 production in renal cell carcinoma: evidence for the involvement of
p53, Cancer Res., 2002 Feb 1;62(3):932-40; Nishimoto N, Humanized anti-interleukin-6 receptor antibody treatment
of multicentric Castleman disease, Blood, 2005 Oct 15;106(8):2627-32, Epub 2005 Jul 5; Katsume A, et al, Anti-
interleukin 6 (IL-6) receptor antibody suppresses Castleman’s disease like symptoms emerged in IL-6 transgenic
mice, Cytokine, 21 de Dic de 2002 ;20(6):304-11; Nishimoto N, et al, Improvement in Castleman’s disease by

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2610607 T3

humanized anti-interleukin-6 receptor antibody therapy, Blood, 1 de Ene de 2000 1;95(1):56-61; Screpanti I,
Inactivation of the IL-6 gene prevents development of multicentric Castleman’s disease in C/EBP beta-deficient mice,
J Exp Med., 1996 Oct 1;184(4):1561-6; Hsu SM, et al, Expression of interleukin-6 in Castleman’s disease, Hum
Pathol., Ago. 1993 ;24(8):833-9; Yoshizaki K, et al, Pathogenic significance of interleukin-6 (IL 6/BSF-2) in
Castleman’s disease, Blood, Sep 1989;74(4):1360-7; Nilsson MB, et al, Interleukin-6, secreted by human ovarian
carcinoma cells, is a potent proangiogenic cytokine, Cancer Res., 1 de Dic 2005 1;65(23):10794-800; Toutirais O, et
al, Constitutive expression of TGF-beta |, interleukin-6 and interleukin-8 by tumor cells as a major component of
immune escape in human ovarian carcinoma, Eur Cytokine Netw., Oct-Dic 2003;14(4):246-55; Obata NH, et al,
Effects of interleukin 6 on in vitro cell attachment, migration and invasion of human ovarian carcinoma, Anticancer
Res., Ene-Feb 1997;17 (1A):337-42; Dedoussis GV, et al, Endogenous interleukin 6 conveys resistance to cis-
diamminedichloroplatinum-mediated apoptosis of the K562 human leukemic cell line, Exp Cell Res., 1999 Jun
15;249(2):269-78; Borsellino N, et al, Blocking signaling through the Gp130 receptor chain by interleukin-6 and
oncostatin M inhibits PC-3 cell growth and sensitizes the tumor cells to etoposide and cisplatin-mediated cytotoxicity,
Cancer, 1 de Ene de 1999 1;85(1):134-44; Borsellino N, et al, Endogenous interleukin 6 is a resistance factor for cis-
diamminedichloroplatinum and etoposide-mediated cytotoxicity of human prostate carcinoma cell lines, Cancer Res.,
Oct 1995 15;55(20):4633-9; Mizutani Y, et al, Sensitization of human renal cell carcinoma cells to cis-
diamminedichloroplatinum(ll) by anti-interleukin 6 monoclonal antibody o anti-interleukin 6 receptor monoclonal
antibody; Cancer Res., 1995 Feb 1;55(3):590-6; Yusuf RZ, et al, Paclitaxel resistance: molecular mechanisms and
pharmacologic manipulation, Curr Cancer Drug Targets, 2003 Feb;3(1):1-19; Duan Z, et al, Overexpression of IL-6
but not IL-8 increases paclitaxel resistance of U-20S human osteosarcoma cells, Cytokine, 2002 Mar 7;17(5):234-42;
Conze D, et al, Autocrine production of interleukin 6 causes multidrug resistance in breast cancer cells, Cancer Res.,
15 de Dic de 2001 15;61(24):8851-8; Rossi JF, et al, Optimizing the use of anti-interleukin-6 monoclonal antibody
with dexamethasone and 140 mg/m2 of melphalan in multiple myeloma: results of a pilot study including biological
aspects, Bone Marrow Transplant, Nov 2005;36(9):771-9; and Tonini G, et al, Oxaliplatin may induce cytokine-
release syndrome in colorectal cancer patients, J Biol Regul Homeost Agents, Abr-Jun 2002;16(2):105-9.

En otra realizaciéon de la invencioén, los anticuerpos anti-IL-6 de acuerdo con las presentes reivindicaciones, o
fragmentos de los mismos, son Utiles para mejorar o reducir los sintomas de, o tratar, la enfermedad cardiaca
isquémica, aterosclerosis, obesidad, diabetes, asma, esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad
cerebrovascular, fiebre, respuesta de fase aguda, alergias, anemia, anemia de inflamacién (anemia de enfermedad
cronica), hipertension, depresion, depresion asociada con una enfermedad cronica, trombosis, trombocitosis, fallo
cardiaco agudo, sindrome metabdlico, aborto espontaneo, obesidad, prostatitis cronica, glomerulonefritis,
enfermedad inflamatoria pélvica, lesion por re-perfusion, y rechazo de trasplantes. Véase por ejemplo, Tzoulaki |, et
al, C-reactive protein, interleukin-6, and soluble adhesion molecules as predictors of progressive peripheral
atherosclerosis in the general population: Edinburgh Artery Study, Circulation, 16 de Ago. de 2005 ;112(7):976-83,
Epub Ago. de 2005 8; Rattazzi M, et al, C-reactive protein and interleukin-6 in vascular disease: culprits o passive
bystanders?, J Hypertens., 2003 Oct;21(10):1787-803; Ito T, et al, HMG-CoA reductase inhibitors reduce interleukin-
6 synthesis in human vascular smooth muscle cells, Cardiovasc Drugs Ther., 2002 Mar;16(2):121-6; Sten-vinkel P, et
al, Mortality, malnutrition, and atherosclerosis in ESRD: what is the role of interleukin-6?, Kidney Int Suppl., 2002
May;(80): 103-8; Yudkin JS, et al, Inflammation, obesity, stress and coronary heart disease: is interleukin-6 the link?,
Atherosclerosis, 2000 Feb;148(2):209-14; Huber SA, et al, Interleukin-6 exacerbates early atherosclerosis in mice,
Arterioscler Thromb Vasc Biol., 1999 Oct;19(10):2364-7; Kado S, et al, Circulating levels of interleukin-6, its soluble
receptor and interleukin-6/interleukin-6 receptor complexes in patients with type 2 diabetes mellitus, Acta
Diabetol.,1999 Jun;36(1-2):67-72; Sukovich DA, et al, Expression of interleukin-6 in atherosclerotic lesions of male
ApoE-knockout mice: inhibition by 17beta-estradiol, Arterioscler Thromb Vasc Biol.,1998 Sept;8(9):1498-505; Klover
PJ, et al, Interleukin-6 depletion selectively improves hepatic insulin action in obesity, Endocrinology, Ago. de 2005
;146(8):3417-27, Epub 21 de Abr de 2005 ; Lee YH, et al, The evolving role of inflammation in obesity and the
metabolic syndrome, Curr Diab Rep., 2005 Feb;5(1):70-5; Diamant M, et al, The association between abdominal
visceral fat and carotid stiffness is mediated by circulating inflammatory markers in uncomplicated type 2 diabetes, J
Clin Endocrinol Metab., 2005 Mar;90(3):1495-501, Epub 21 de Dic de 2004 ; Bray GA, Medical consequences of
obesity, J Clin Endocrinol Metab., 2004 Jun;89(6):2583 9; Klover PJ, et al, Chronic exposure to interleukin-6 causes
hepatic insulin resistance in mice, Diabetes, 2003 Nov;52 (11):2784-9; Yudkin JS, et al, Inflammation, obesity, stress
and coronary heart disease: is interleukin-6 the link?, Atherosclerosis, 2000 Feb;148(2):209-14; Doganci A, et al,
Pathological role of IL-6 in the experimental allergic bronchial asthma in mice, Clin Rev Allergy Immunol., 2005
Jun;28(3):257-70; Doganci A, et al, The IL-6R alpha chain controls lung CD4+CD25+ Treg development and function
during allergic airway inflammation in vivo, J Clin Invest., 2005 Feb;115(2):313 25, (Erratum in: J Clin Invest., 2005
May;115(5):1388, Lehr, Hans A [added]); Stelmasiak Z, et al, IL-6 and sIL-6R concentration in the cerebrospinal fluid
and serum of MS patients, Med Sci Monit., Sep-Oct de 2001;7(5):914-8; Tilgner J, et al, Continuous interleukin-6
application in vivo via macroencapsulation of interleukin-6-expressing COS-7 cells induces massive gliosis, Glia,
2001 Sep;35(3):234-45, Brunello AG, et al, Astrocytic alterations in interleukin-6 Soluble interleukin-6 receptor alpha
double-transgenic mice, Am J Pathol., 2000 Nov;157(5):1485-93; Hampel H, et al, Pattern of interleukin-6 receptor
complex immunoreactivity between cortical regions of rapid autopsy normal and Alzheimer’s disease brain, Eur Arch
Psychiatry Clin Neurosci., Ago. de 2005 ;255(4):269-78, Epub 2004 Nov 26; Cacquevel M, et al, Cytokines in
neuroinflammation and Alzheimer's disease, Curr Drug Targets, Ago. de 2004 ;5(6):529-34; Quintanilla RA, et al,
Interleukin 6 induces Alzheimer-type phosphorylation of tau protein by deregulating the cdk5/p35 pathway, Exp Cell
Res., 15 de Abr de 2004 ; 295 (1):245-57; Gadient RA, et al, Interleukin-6 (IL-6)--a molecule with both beneficial and
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destructive potentials, Prog Neu-robiol., Ago. de 1997 ;52(5):379-90; Hull M, et al, Occurrence of interleukin-6 in
cortical plaques of Alzheimer’s disease patients may precede transformation of diffuse into neuritic plaques, Ann N'Y
Acad Sci., 17 de Ene de 1996;777:205-12; Rallidis LS, et al, Inflammatory markers and in-hospital mortality in acute
ischaemic stroke, Atherosclerosis, 30 de Dic de 2005 30; Emsley HC, et al, Interleukin-6 and acute ischaemic stroke,
Acta Neurol Scand., 2005 Oct;112(4):273-4; Smith CJ, et al, Peak plasma interleukin-6 and other peripheral markers
of inflammation in the first week of ischaemic stroke correlate with brain infarct volume, stroke severity and long-term
outcome, BMC Neurol., 15 de Ene de 2004 ;4:2; Vila N, et al, Proinflammatory cytokines and early neurological
worsening in ischemic stroke, Stroke, 2000 Oct;31(10):2325-9; y Tarkowski E, et al, Early intrathecal production of
interleukin-6 predicts the size of brain lesion in stroke, Stroke, Ago. de 1995 ;26(8):1393-8.

En otra realizaciéon de la invencioén, los anticuerpos anti-IL-6 de acuerdo con las presentes reivindicaciones, o
fragmentos de los mismos, son utiles para mejorar o reducir los sintomas de, o tratar enfermedades o trastornos
asociados con tormentas de citocinas. Las enfermedades o trastornos asociados con tormentas de citocinas
incluyen, pero no se limitan a, enfermedad del injerto contra el huésped (GVHD), gripe aviar, varicela, gripe
pandémica, sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA), sindrome respiratorio agudo grave (SARS),
sepsis, y sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), Véase, por ejemplo, Cecil, R. L., Goldman, L., &
Bennett, J. C. (2000). Cecil textbook of medicine. Philadelphia: W.B. Saunders; Ferrara JL, et al., Cytokine storm of
graft-versus-host disease: a critical effector role for interleukin-1, Transplant Proc. 1993 Feb;25(1 Pt 2):1216-7;
Osterholm MT, Preparing for the Next Pandemic, N Engl J Med. 2005 May 5;352(18):1839-42; Huang KJ, et al., An
interferon-gamma-related cytokine storm in SARS patients, J Med Virol. 2005 Feb;75(2):185-94; y Cheung CY, et al.,
Induction of proinflammatory cytokines in human macrophages by influenza A (H5N1) viruses: a mechanism for the
unusual severity of human disease? Lancet. 7 de Dic de 2002 ;360(9348):1831-7.

Los anticuerpos anti-IL-6 que se describen en el presente documento, pueden ser Utiles como ayuda a la debilidad.
Administracién

Los anticuerpos anti-IL-6 que se describen en el presente documento, o los fragmentos de union a IL-6 de los
mismos, asi como las combinaciones de dichos fragmentos de anticuerpo, se pueden administrar a un sujeto a una
concentracion de entre aproximadamente 0,1 y 20 mg/kg, tal como aproximadamente 0,4 mg/kg, aproximadamente
0,8 mg/kg, aproximadamente 1,6 mg/kg, o aproximadamente 4 mg/kg, de peso corporal del sujeto receptor. Los
anticuerpos anti-IL-6 descritos en el presente documento, o los fragmentos de unién a IL-6 de los mismos, asi como
las combinaciones de dichos fragmentos de anticuerpo, se pueden administrar a un sujeto a una concentracion de
aproximadamente 0,4 mg/kg de peso corporal del sujeto receptor. Los anticuerpos anti-IL-6 descritos en el presente
documento, o los fragmentos de unidn a IL-6 de los mismos, asi como las combinaciones de dichos fragmentos de
anticuerpo, se pueden administrar a un sujeto receptor con una frecuencia de una vez cada veintiséis semanas o
menos, tal como una vez cada dieciséis semanas o menos, una vez cada ocho semanas 0 menos, o una vez cada
cuatro semanas, o0 menos.

Se entiende que la dosis eficaz puede depender de los atributos del sujeto receptor, tales como por ejemplo, la
edad, el género, estado de gestacion, indice de masa corporal, de masa magra corporal, afeccidon o afecciones para
las que se administra la composicion, otras afecciones de la salud del sujeto receptor que pueden afectar al
metabolismo o tolerancia de la composicion, niveles de IL-6 en el sujeto receptor, y resistencia a la composicion (por
ejemplo, que surge en el paciente que desarrolla anticuerpos contra la composicién). Un experto en la técnica seria
capaz de determinar una dosificacion eficaz y frecuencia de administraciéon por medio de experimentacion de rutina,
por ejemplo, guiado por la divulgacion el presente documento y las ensefianzas de Goodman, L. S., Gilman, A,
Brunton, L. L., Lazo, J. S., & Parker, K. L. (2006). Goodman & Gilman’s the pharmacological basis of therapeutics.
New York: McGraw-Hill; Howland, R. D., Mycek, M. J., Harvey, R. A., Champe, P. C., & Mycek, M. J. (2006).
Pharmacology. Lippincott’s illustrated reviews. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; y Golan, D. E. (2008).
Principles of pharmacology: the pathophysiologic basis of drug therapy. Philadelphia, Pa., [etc.]: Lippincott Williams &
Wilkins.

Los anticuerpos anti-IL-6 descritos en el presente documento, o fragmentos de unién a IL-6 de los mismos, asi como
las combinaciones de dichos fragmentos de anticuerpo, se pueden administrar a un sujeto en una formulacion
farmacéutica.

Una “composicion farmacéutica” se refiere a una composicion quimica o biolégica adecuada para la administracién a
un mamifero. Dichas composiciones pueden formularse especificamente para la administraciéon por medio de una o
mas de varias vias incluyendo pero no limitadas a la via bucal, epicutanea, epidural, inhalacion, intraarterial,
itnracardiaca, intracerebroventricular, ithradérmica, intramuscular, intranasal, intraocular, intraperitoneal, intraespinal,
intratecal, intravenosa, oral, parenteral, rectal por medio de un enema o supositorio, subcutanea, subdérmica,
sublingual, transdérmica, y transmucosa. Ademas, se puede producir la administracion por medio de inyeccion,
polvos, liquidos, gel, gotas. u otros medios de administracion.

Los anticuerpos anti-IL-6 descritos en el presente documento, o los fragmentos de union a IL-6 del mismo, asi como
las combinaciones de dichos fragmentos de anticuerpo, se pueden administrar opcionalmente en combinaciéon con
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uno o mas principios activos. Dichos principios activos incluyen analgésicos, antipiréticos, anti-inflamatorios,
antibioticos, agentes antivirales y anti-citocinas. Los principios activos incluyen agonistas, antagonistas y
moduladores de TNF-q, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-18, IFN-a, IFN-y, BAFF, CXCL13, IP-10, VEGF, EPO,
EGF, HRG, Factor de crecimiento del hepatocito (HGF), Hepcidina, incluyendo anticuerpos reactivos contra
cualquiera de los anteriores, y anticuerpos reactivos contra cualquiera de sus receptores. Los principios activos
también incluyen acidos 2-Arilpropidnicos, Aceclofenaco, Acemetacina, acido Acetilsalicilico (Aspirina), Alclofenaco,
Alminoprofeno, Amoxiprina, Ampirona, acidos arilalcanoicos, Azapropazona, Benorilato/Benorilato, Benoxaprofeno,
Bromfenaco, Carprofeno, Celecoxib, salicilato magnésico Colina, Clofezona, inhibidores de la COX-2,
Dexibuprofeno, Dexketoprofeno, Diclofenaco, Diflunisal, Droxicam, Etenzamida, Etodolaco, Etoricoxib, Faislamina,
acidos fenoamicos, Fenobufeno, Fenoprofeno, acido Flufenoamico, Flunoxaprofeno, Flurbiprofeno, Ibuprofeno,
Ibuproxam, Indometacina, Indoprofeno, Kebuzona, Ketoprofeno, Ketorolac, Lornoxicam, Loxoprofeno, Lumiracoxib,
salicilato Magnesico, acido Meclofenamico, acido Mefenamico, Meloxicam, Metamizol, salicilato de Metilo,
Mofebutazona, Nabumetona, Naproxeno, acidos N-Arilantranilicos, Oxametacina, Oxaprozina, Oxicams,
Oxifenbutazona, Parecoxib, Fenazona, Fenilbutazona, Fenilbutazona, Piroxicam, Pirprofeno, profenos,
Proglumetacina, derivados de Pirazolidina, Rofecoxib, salicilato de Salicilo, Salicilamida, Salicilatos, Sulfinpirazona,
Sulindac, Suprofeno, Tenoxicam, acido Tiaprofenoico, acido Tolfenamico, Tolmetina, y Valdecoxib. Los antibioticos
incluyen Amikacina, Aminoglicosidos, Amoxicilina, Ampicilina, Ansamicinas, Arsfenamina, Azitromicina, Azlocilina,
Aztreonam, Bacitracina, Carbacefem, Carbapenem, Carbenicilina, Cefaclor, Cefadroxilo, Cefalexina, Cefalotina,
Cefalotina, Cefamandole, Cefazolina, Cefdinir, Cefditoren, Cefepima, Cefixima, Cefoperazona, Cefotaxima,
Cefoxitina, Cefpodoxima, Cefprozil, Ceftazidima, Ceftibuteno, Ceftizoxima, Ceftobiprol, Ceftriaxona, Cefuroxime,
Cefalosporinas, Cloranfenicol, Cilastatina, Ciprofloxacina, Claritromicina, Clindamicina, Cloxacilina, Colistina,
Cotrimoxazol, Dalfopristina, Demeclociclina, Dicloxacilina, Diritromicina, Doripenem, Doxiciclina, Enoxacina,
Ertapenem, Eritromicina, Etambutol, Flucloxacilina, Fosfomicina, Furazolidona, acido Fusidico, Gatifloxacina,
Geldanamicina, Gentamicina, Glucopeptidos, Herbimicina, Imipenem, Isoniazida, Kanamicina, Levofloxacina,
Lincomicina, Linezolid, Lomefloxacina, Loracarbef, Macrolidos, Mafenoida, Meropenem, Meticilina, Metronidazol,
Mezlocilina, Minociclina, Monobactams, Moxifloxacina, Mupirocina, Nafcilina, Neomicina, Netilmicina, Nitrofurantoina,
Norfloxacina, Ofloxacina, Oxacilina, Oxitetraciclina, Paromomicina, Penicilina, Penicilinas, Piperacilina,
Platensimicina, Polimixina B, Polipeptidos, Prontosil, Pirazinamida, Quinolonas, Quinupristina, Rifampicina,
Rifampina, Roxitromicina, espectinomicina, estreptomicina, Sulfacetamida, Sulfametizol, Sulfanilimida, Sulfasalazina,
Sulfisoxazol, Sulfonamides, Teicoplanina, Telitromicina, Tetraciclina, Tetraciclinas, Ticarcilina, Tinidazol,
Tobramicina, Trimetoprim, Trimetoprim-Sulfametoxazol, Troleandomicina, Trovafloxacina, y Vancomicina. Los
principios activos también incluyen Aldosterona, Beclometasona, Betametasona, Corticosteroides, Cortisol, acetato
de Cortisona, acetato de Desoxicorticosterona, Dexametasona, acetato de Fludrocortisona, Glucocorticoides,
Hidrocortisona, Metilprednisolona, Prednisolona, Prednisona, esteroides, y Triamcinolona. Los agentes antiviricos
incluyen abacavir, aciclovir, aciclovir, adefovir, amantadina, amprenavir, una combinacién de dosis fija
antirretrovirica, un potenciador sinérgico antirretrovirico, arbidol, atazanavir, atripla, brivudina, cidofovir, combivir,
darunavir, delavirdina, didanosina, docosanol, edoxudina, efavirenz, emtricitabina, enfuvirtida, entecavir, inhibidores
de entrada, famciclovir, fomivirsen, fosamprenavir, foscarnet, fosfonet, inhibidor de fusion, ganciclovir, gardasil,
ibacitabina, idoxuridina, imiquimod, imunovir, indinavir, inosina, inhibidor de integrasa, interferon, interferon tipo I,
interferon tipo Il, interferon tipo Ill, lamivudina, lopinavir, lovirida, maraviroc, MK-0518, moroxidina, nelfinavir,
nevirapina, nexavir, analogos de nucledsido, oseltamivir, penciclovir, peramivir, pleconaril, podofilotoxina, inhibidor
de proteasa, inhibidor de transcriptasa inversa, ribavirina, rimantadina, ritonavir, saquinavir, estavudina, tenofovir,
tenofovir disoproxil, tipranavir, trifluridina, trizivir, tromantadina, truvada, valaciclovir, valganciclovir, vicriviroc,
vidarabina, viramidina, zalcitabina, zanamivir, y zidovudina. También se contempla cualquier combinacion adecuada
de estos principios activos.

Un “excipiente farmacéutico” o “un excipiente farmacéuticamente aceptable” es un vehiculo, habitualmente un
liquido, en el que se formula un principio activo terapético. En una realizacion de la invencion, el principio activo
terapéutico es un anticuerpo humanizado que se describe en el presente documento, o uno o mas fragmentos del
mismo. El excipiente en general no proporciona una actividad farmacoldgica a la formulacion, aunque puede
proporcionar una estabilidad quimica y/o bioldgica, y caracteristicas de liberacion. Las formulaciones a modo de
ejemplo se pueden encontrar, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 19? Ed., Grennaro, A., Ed.,
1995.

Como se utiliza en el presente documento “vehiculo farmacéuticamente aceptable” o “excipiente” incluye cada uno
de los disolventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isoténicos
y retardantes de la absorcion que son fisioldgicamente compatibles. El vehiculo puede ser adecuado para la
administracion parenteral. De manera alternativa, el vehiculo puede ser adecuado para la administracion
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, o sublingual. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen
soluciones o dispersiones acuosas estériles o polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. El uso de dicho medio y agentes para las sustancias farmacéuticamente activas
se conoce bien en la técnica. Excepto en el caso de que cualquier medio o agente convencional sea incompatible
con el principio activo, se contempla el uso de los mismos en las composiciones farmacéuticas de la invencién.
También se pueden incorporar principios activos suplementarios en las composiciones.

Las composiciones farmacéuticas normalmente deben ser estériles y estables en las condiciones de fabricacion y
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almacenamiento. La invencién contempla que la composicion farmacéutica esté presente en forma liofilizada. La
composicion se puede formular como una solucién, microemulsion, liposoma, u otra estructura ordenada adecuada
para la alta concentracion de farmaco. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersiéon que contenga, por
ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido), y mezclas adecuadas de
los mismos. La invencién contempla adicionalmente la inclusién de un estabilizante en la composicién farmacéutica.

En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes, tales como
manitol, sorbitol o cloruro sédico en la composicion. La absorciéon prolongada de las composiciones inyectables se
puede conseguir incluyendo en la composicién un agente que retrasa la absorcion, por ejemplo, sales de
monoestearato y gelatina. Ademas, el polipéptido alcalino se puede formular en una formulacién de liberacion en un
tiempo, por ejemplo, en una composicién que incluye un polimero de liberacién lenta. Los principios activos se
pueden preparar con vehiculos que protejan el compuesto contra la liberacion rapida, tal como una formulacion de
liberacion controlada, incluyendo implantes y sistemas de suministro microencapsulados. Se pueden utilizar
polimeros biocompatibles biodegradables, tales como acetato de etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicélico,
colageno, poliortoésteres, acido polilactico y copolimeros polilactico, poliglicélico (PLG) Muchos métodos para la
preparacion de dichas formulaciones son conocidos por los expertos en la técnica.

Para cada uno de los ejemplos mencionados, se pueden administrar los compuestos en una variedad de formas de
dosificacion. Se contemplan cualquiera de las formas de dosificacion biolégicamente aceptables que conocen los
expertos habituados en la técnica, y combinaciones de las mismas. Ejemplos de dichas formas de dosificacion
incluyen, sin limitacion, polvos reconstituibles, elixires, liquidos, soluciones, suspensiones, emulsiones, polvos,
granulos, particulas, microparticulas, granulos dispersables, obleas, inhaladores, inhaladores de aerosol, parches,
inhaladores de particulas, implantes, implantes de depdsito, inyectables (incluyendo subcutaneos, intramusculares,
intravenosos, e intradérmicos), infusiones, y combinaciones de los mismos.

La descripcion anterior de distintas realizaciones ilustradas de la invencién no pretende ser exhaustiva o que limiten
la invencion a la forma precisa desvelada. Como las realizaciones especificas de, y los ejemplos para la invencion
se describen en el presente documento con fines ilustrativos, son posibles distintas modificaciones equivalentes. Las
ensefianzas proporcionadas en el presente documento de la invencién se pueden aplicar con otros fines, distintos de
los ejemplos descritos anteriormente.

Se pueden hacer en la invencion estos y otros cambios a la luz de la descripcion detallada anterior. En general, en
las siguientes reivindicaciones, los términos utilizados no deberian considerarse que limiten la invencion a las
realizaciones especificas desveladas en la memoria descriptiva. En consecuencia, la invencién no se limita a la
divulgacion, seno que en vez de eso el alcance de la invencion se va a determinar completamente por las siguientes
reivindicaciones.

La invencion se puede practicar de maneras distintas a las descritas particularmente en la descripcion y ejemplos
anteriores. Son posibles numerosas modificaciones y variaciones de la descripcion y ejemplos de la descripcion
anterior a la luz de las ensefianzas anteriores y, por lo tanto, se encuentran en el alcance de las reivindicaciones
adjuntas.

Ciertas ensefianzas relacionadas con los métodos para obtener una poblacién clinica de células B especificas de
antigeno se desvelaban en el documento US20070269868 A1, publicado el 22 de noviembre de 2007.

Ciertas ensefianzas relacionadas con la produccién de anticuerpos o fragmentos de los mismos utilizando el
emparejamiento de levaduras competentes y los métodos correspondientes se desvelaban en la solicitud de patente
de EE. UU. N° 11/429.053, presentada el 8 de mayo de 2006, (Publicacién de solicitud de patente de EE. UU. N°
US2006/0270045).

Ciertas ensefianzas relacionadas con los anticuerpos IL-6, métodos de produccion de anticuerpos o fragmentos de
los mismos utilizando el emparejamiento de levaduras competentes y los métodos correspondientes se desvelaban
en el documento US20090238825 A1 publicado el 24 de septiembre de 2009.

Ciertos polinucleétidos y polipéptidos de anticuerpos anti-IL-6 se desvelan en el listado de secuencias que
acompana la presentacion de esta solicitud de patente.

Los siguientes ejemplos se exponen de manera que proporcionen a los expertos habituados en la técnica una
divulgacién y descripcion completas de como hacer y utilizar la invencion en cuestion, y no pretenden limitar el
alcance de la invencion. Se han hecho esfuerzos para asegurar la precision con respecto a los numeros utilizados
(por ejemplo, cantidades, temperatura, concentraciones, etc.) pero se deberian permitir algunos errores
experimentales y desviaciones. A menos de que se indique otra cosa las partes son partes por peso, el peso
molecular es el peso molecular medio, la temperatura es en grados centigrados; y la presién es o cerca de la
atmosférica.
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Ejemplos
Ejemplo 1 Produccién de anticuerpos en un cultivo enriquecido de células B especificas de antigeno

Los paneles de anticuerpos se derivan inmunizando animales huésped de anticuerpo tradicionales para explotar la
respuesta nativa inmunitaria contra un antigeno diana de interés. Normalmente, el huésped utilizado para la
inmunizacion es un conejo u otro huésped que produce anticuerpos utilizando un proceso de maduracion similar y
proporciona una poblacion de células B especificas de antigeno que produce anticuerpos de diversidad comparable,
por ejemplo, diversidad epitdpica. La inmunizacion inicial con antigeno puede llevarse a cabo utilizando adyuvante
completo de Freund (CFA), y los refuerzos siguientes se efectian con adyuvante incompleto. A los
aproximadamente 50-60 dias después de la inmunizacion, preferentemente el dia 55, se ensayaron los titulos de
anticuerpo, y se inicid el proceso de Seleccion de Anticuerpos (ABS) si se establecian los titulos apropiados. Los dos
criterios clave para el inicio del ABS son un reconocimiento potente del antigeno y una actividad modificadora de
funcioén en el suero policlonal.

En el momento de establecerse los titulos de anticuerpo positivos, se sacrificaron los animales y se aislaron las
fuentes de células B. Estas fuentes incluyen: el bazo, ganglios linfaticos, médula ésea, y células de sangre periférica
(PBMC). Se generaron las suspensiones de células unicas, y se lavaron las suspensiones celulares para hacerlas
compatibles para el almacenamiento a largo plazo a temperatura baja. Las células entonces normalmente se
congelaban.

Para iniciar el proceso de identificacion de anticuerpos, se descongelé una pequefia fraccion de las suspensiones
celulares, se lavo, y se colocd en un medio de cultivo celular. Estas suspensiones se mezclaron entonces con una
forma biotinilada de antigeno que se iba a utilizar para generar la respuesta inmunitaria animal, y las células
especificas de antigeno se recuperaron utilizando la metodologia de seleccion celular con perlas magnéticas de
Miltenyi. El enriquecimiento especifico se llevd a cabo utilizando perlas de estreptavidina. La poblacion enriquecida
se recuperod y progreso en la siguiente fase de aislamiento de células B especificas.

Ejemplo 2 Produccion de un cultivo que contiene células B especificas de antigeno clonicas

Las células B enriquecidas producidas de acuerdo con el Ejemplo 1 se colocaron entonces en placas a densidades
celulares variables por pocillo en una placa de microtitulacion de 96 pocillos. En general, esto es a 50, 100, 250, o
500 ceélulas por pocillo con 10 placas por grupo. El medio se suplementa con un 4 % de medio acondicionado para
células T activadas de conejo junto con 50K células EL4B alimentadoras irradiadas congeladas. Estos cultivos se
dejan sin molestias durante 5-7 dias en cuyo momento se recolecta el anticuerpo contenido en el sobrenadante y se
evalla respecto a las propiedades diana en un grupo de ensayos separado. El sobrenadante restante se deja intacto
y la placa se congela a -70 °C. En estas condiciones, el proceso de cultivo normalmente da como resultado pocillos
que contienen una poblaciéon de células mixta que comprende una poblacion clénica de células B especificas de
antigeno, es decir, un unico pocillo contiene un Unico anticuerpo monoclonal especifico del antigeno deseado.

Ejemplo 3 Exploracion de los sobrenadantes con anticuerpos respecto a anticuerpos monoclonales de la
especificidad y/o propiedades funcionales deseadas

Los sobrenadantes que contienen los anticuerpos derivados del pocillo que contiene la poblacién de células B
especificas de antigeno clénica que se produce de acuerdo con el Ejemplo 2 se exploran inicialmente en cuanto al
reconocimiento de antigeno utilizando métodos ELISA. Esto incluye la inmovilizacién selectiva de antigeno (por
ejemplo captura de antigeno biotinilado en una placa revestida con estreptavidina), revestimiento de la placa con
antigeno no especifico, o alternativamente, por medio de una estrategia de construccion de antigeno (por ejemplo,
captura selectiva de antigeno seguido por adicién de la pareja de unién para generar un complejo proteina
heteromérica-antigeno). Los sobrenadantes de los pocillos positivos a antigeno se ensayan entonces opcionalmente
en un ensayo de modificacion de la funcion que es dependiente estrictamente del ligando. Dicho ejemplo es un
ensayo de interaccion proteina-proteina in vitro que recrea la interaccion natural del ligando del antigeno con el
receptor proteico recombinante. De manera alternativa, se utiliza una respuesta basada en células que es
dependiente del ligando y facilmente controlable (por ejemplo, respuesta de proliferacion). El sobrenadante que
presenta un reconocimiento de antigeno significativo y potencia se considera un pocillo positivo. Las células
derivadas del pocillo positivo adicional se pasa a la fase de recuperacion de anticuerpo.

Ejemplo 4 Recuperacion de células B productoras de anticuerpo unicas de la especificidad por el antigeno
deseada

Las células se aislaron de un pocillo que contiene una poblacién clénica de células B especificas de antigeno
(producida de acuerdo con el Ejemplo 2 o 3), que secreta una uUnica secuencia de anticuerpo. Las células aisladas
se ensayan entonces para aislar una Unica célula secretora de anticuerpo. Las perlas de estreptavidina Dynal se
revisten con el antigeno diana biotinilado en un medio tampdn para preparar microperlas que contienen antigeno
compatible con la viabilidad celular. Después, las perlas cargadas de antigeno, las células productoras de anticuerpo
del pocillo positivo, y el anticuerpo IgG H&L anti huésped marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (como se
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ha sefialado, el huésped puede ser cualquier huésped mamifero, por ejemplo, conejo, ratén, rata, etc.) se incuban
juntos a 37 °C. Esta mezcla se re-pipetea entonces en alicuotas en un portaobjetos de cristal de forma que cada
alicuota tenga de media una Unica célula B productora de anticuerpos. Las células secretoras de anticuerpo
especifico de antigeno se detectan entonces por microscopia de fluorescencia. El anticuerpo secretado se concentra
localmente en las perlas adyacentes debido a la unién del antigeno y proporciona la informacion de localizacion
basandose en la fuerza de la sefal fluorescente. Las células secretoras de anticuerpo se identifican por medio de
deteccion de FITC de los complejos antigeno-anticuerpo que se forman adyacentes a la célula secretora. La Unica
célula que se encuentra en este complejo se recupera entonces utilizando un micromanipulador. La célula se
congela instantaneamente en un tubo Eppendorf de PCR para su almacenamiento a -80 °C hasta que se inicia la
recuperacion de la secuencia de anticuerpo.

Ejemplo 5 Aislamiento de las secuencias de anticuerpo a partir de la célula B especifica de antigeno

Se recuperan las secuencias de anticuerpo utilizando un método basado en PCR-RT combinada a partir de una
Unica célula B aislada producida de acuerdo con el Ejemplo 4 o una célula B especifica de antigeno aislada de la
poblacion celular B cléonica obtenida de acuerdo con el Ejemplo 2. Se disefiaron los cebadores para hibridarse con
las regiones conservadas y constantes de los genes de inmunoglobulina diana (pesada y ligera), tal como
secuencias de inmunoglobulina de conejo, y se utiliza una etapa de recuperacion de PCR de dos etapas anidadas
para obtener la secuencia de anticuerpo. Se analizaron los amplicones de cada pocillo respecto a la recuperacion y
la integridad de tamafio. Los fragmentos resultantes se digieren entonces con Alul para marcar la huella de
clonaciéon de secuencia. Las secuencias idénticas presentan un patron de fragmentacion comun en sus analisis
electroforéticos. Significativamente, este patron de fragmentacion comuin que prueba la clonacién celular se observa
generalmente incluso los pocillos se colocaban en placas originalmente hasta a 1000 células/pocillo. Los fragmentos
de amplicones de cadena pesada y ligera se digieren entonces con enzimas de restriccion con Hindlll y Xhol o
Hindlll y BsiWI para preparar las piezas respectivas de ADN para la clonacion. Las digestiones resultantes se ligaron
entonces en un vector de expresion y se transformaron en bacterias para la produccion y propagacion de plasmidos.
Las colonias se seleccionaron para la caracterizacion de secuencias.

Ejemplo 6 Produccion recombinante de anticuerpos monoclonales de especificidad antigénica y/o
propiedades funcionales deseadas

Se establecen las secuencias de anticuerpo de longitud completa para cada pocillo que contienen un Unico
anticuerpo monoclonal y se prepara un ADN miniprep utilizando la metodologia en fase sélida de Qiagen. Este ADN
se utiliza entonces para transfectar células de mamifero para producir un anticuerpo recombinante de longitud
completa. El producto de anticuerpo en bruto se ensaya respecto al reconocimiento de antigeno y las propiedades
funcionales para confirmar que las caracteristicas originales se encuentran en el anticuerpo proteico recombinante.
Si era apropiado, se completan las transfecciones mamiferas transitorias a gran escala, y se purifica el anticuerpo
por medio de una cromatografia de afinidad con Proteina A. Se evalla la Kd utilizando métodos convencionales (por
ejemplo, Biacore) asi como la CI50 en un ensayo de potencia.

Ejemplo 7 Preparacion de anticuerpos que se unen a la IL-6 humana

Utilizando el protocolo de seleccion de anticuerpos descrito en el presente documento, se puede generar un extenso
panel de anticuerpos. Los anticuerpos tienen una alta afinidad hacia IL-6 (un digito simple o doble pM de la Kd) y
presentan un potente antagonismo de IL-6 en sistemas de exploracion basados en multiples células (T1165 y
HepG2). Ademas, la coleccion de anticuerpos presenta distintos modos de antagonismo hacia procesos dirigidos por
la IL-6.

Estrategia de inmunizacién

Los conejos se inmunizaron con hulL-6 (R&R). La inmunizacion consistia en una primera inyeccion subcutanea (sc)
de 100 pg en adyuvante completo de Freund (CFA) (Sigma) seguida por dos refuerzos, separados dos semanas, de
50 pg cada uno en adyuvante incompleto de Freund (IFA) (Sigma). Se extrajo sangre a los animales el dia 55, y se
determinaron los titulos del suero por ELISA (reconocimiento de antigeno) y por un ensayo de proliferaciéon no
reactivo (Promega) utilizando la linea celular T1165.

Evaluacion del titulo de seleccién de anticuerpos

Se determind el reconocimiento del antigeno revistiendo placas Immulon 4 (Thermo) con 1 pg/ml de hulL-6 (50
pl/pocillo) en solucion salina tampon fosfato (PBS, Hyclone) durante una noche a 4 °C. El dia del ensayo, se lavaron
las placas 3 veces con PBS/Tween 20 (comprimidos PBST, Calbiochem). Las placas se bloquearon entonces con
200 pl/pocillo de gelatina de pescado al 0,5 % (FSG, Sigma) en PBS durante 30 minutos a 37 °C. La solucion de
bloqueo se retird, y las placas se transfirieron. Las muestras de suero se hicieron (extracciones y pre-extracciones)
en una dilucion de partida de 1:100 (todas las diluciones se hicieron en FSG 50 pl/pocillo) seguido por diluciones
1:10 a través de la placa (la columna 12 se dejo en blanco para el control de fondo). Las placas se incubaron
durante 30 minutos a 7 °C. Se lavaron las placas 3 veces con PBS/Tween 20. Se afiadié a todos los pocillos un
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anticuerpo de cabra anti-FC-HRP de conejo (Pierce) diluido 1:5000 (50 pl/pocillo), y las placas se incubaron durante
30 minutos a 37 °C. Las placas se lavaron como se ha descrito anteriormente. Se afadieron a las placas 50
pl/pocillo de TMB-Stable stop (Fitzgerald Industries), y se permitié que se desarrollara el color, generalmente durante
3 a 5 minutos. El desarrollo de la reaccién se paré con 50 pl/pocillo de HCI 0,5 M. Las placas se leyeron a 450 nm.
La densidad 6ptica (DO) frente a la dilucion se representd utilizando el software Graph Pad Prizm, y se determinaron
los titulos.

Evaluacién funcional de titulos

La actividad funcional de las muestras se determiné por un ensayo de proliferacion de T1165. Las células T1165 se
mantuvieron de manera rutinaria en medio RPMI modificado (Hyclone), suplementado con Hepes, piruvato sddico,
bicarbonato saédico, L-glutamina, alto en glucosa, penicilina/estreptomicina, un 10 % de suero fetal bovino inactivado
por calor (FBS) (todos los suplementos de Hyclone), 2 mercaptoetanol (Sigma), y 10 ng/ml de hulL-6 (R&D). El dia
del ensayo, se determind la viabilidad celular por azul tripano (Invitrogen), y se sembraron las células a una densidad
fija de 20.000 células/pocillo. Antes de la siembra, las células se lavaron dos veces en el medio descrito
anteriormente sin IL-6 humana (centrifugando a 13000 rpm durante 5 minutos y desechando el sobrenadante).
Después del ultimo lavado, las células seres-suspendieron en el mismo medio utilizado para el lavado en un
volumen equivalente a 50 pl/pocillo. Las células se mantuvieron aparte a temperatura ambiente.

Se afiadieron las muestras de suero en una placa de 96 pocillos de fondo redondo (Costar), comenzando a 1:100,
seguido por una dilucion de 1:10 a través de la placa (columnas 2 a 10) a 30 pl/pocillo en replicados de 5 (filas B a F:
la dilucién hecha en el medio descrito anteriormente sin hulL-6). La columna 11 era solo de medio para el control de
IL-6. Se afiadieron a todos los pocillos 30 pl/pocillo de hulL-6 a una concentracion 4x de la CE50 final (concentracion
determinada anteriormente) (se diluy6 hulL-6 en el medio descrito anteriormente). Se incubaron los pocillos durante
1 hora a 37 °C para permitir que se produjera la unién del anticuerpo. Tras una hora se trasfirieron 50 pl/pocillo de
complejo antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) a una placa de 96 pocillos de fondo plano (Costar) siguiendo el formato de
mapa de placa que se sigui6 en la placa de fondo redondo. En la fila G, se afiadieron 50 pl/pocillo de medio a todos
los pocillos (columnas 2 a 11) para el control de fondo. Se afiadieron los 50 yl/pocillo de la suspension celular que se
dejo aparte a todos los pocillos (columnas 2 a 11, filas B a G). En las columnas 1y 12 y en las filas A y H, se
afadieron 200 pl/pocillo para prevenir la evaporacion de los pocillos de ensayo y para minimizar el efecto extremo.
Las placas se incubaron durante 72 h a 37 °C en un 4 % de CO.. A las 72 h, se afiadieron 20 pl/pocillo de reactivos
CellTiter96 (Promega) a todos los pocillos de ensayo segun el protocolo del fabricante, y se incubaron las placas
durante 2 h a 37 °C. A las 2 h, las placas se mezclaron suavemente en un agitador orbital para dispersar las células
y permitir la homogeneidad en los pocillos de ensayo. Las placas se leyeron a una longitud de onda de 490 nm. La
densidad optica (DO) frente a la dilucién se representd utilizando el software Graph Pad Prizm, y se determind el
titulo funcional. Una placa de ensayo de control positivo se llevo a cabo como se ha descrito anteriormente utilizando
MAB2061 (R&D Systems) con una concentracion de partida de 1 pg/ml (concentracion final) seguido por diluciones
1:3 alo largo de la placa.

Recoleccién de tejidos

Una vez que se establecieron los titulos aceptables, se sacrificaron los conejos. Se recolectaron los bazos, ganglios
linfaticos, y sangre completa y se procesaron de la siguiente manera:

El bazo y los ganglios linfaticos se procesaron en una uUnica suspension celular disociando el tejido y
presionandolo a través de una maya estéril de hilos a 70 ym (Fisher) con un émbolo de una jeringa de 200 cc.
Las células se recolectaron en medio RPMI modificado descrito anteriormente sin hulL-6, pero con baja glucosa.
Las células se lavaron dos veces por centrifugacion.

Tras el ultimo lavado, la densidad celular se determiné por azul tripano. Las células se centrifugaron a 1500 rpm
durante 10 minutos; se desechd el sobrenadante. Las células se re-suspendieron en el volumen apropiado de
dimetilsulfoxido al 10 % (DMSO, Sigma) en FBS (Hyclone) y se dispensaron a 1 ml/vial. Los viales se
almacenaron entonces a -70 °C durante 24 h antes de colocarlas en un depdésito de nitrégeno liquido (LN2) para
el almacenamiento a largo plazo.

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron mezclando la sangre completa con partes
iguales del medio de baja glucosa descrito anteriormente sin FBS. Se depositaron cuidadosamente 35 ml de la
mezcla de sangre completa en 8 ml de Lympholyte Conejo (Cedarlane) en un tubo cénico de 45 ml (Corning) y se
centrifugd durante 30 minutos a 2500 rpm a temperatura ambiente sin freno. Tras la centrifugacion. Las capas de
PBMC se retiraron cuidadosamente utilizando una pipeta Pasteur de cristal (VWWR), combinado, y se colocaron en un
vial limpio de 50 ml. Se lavaron las células dos veces con el medio modificado descrito anteriormente por
centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se determiné la densidad celular por tincién
con azul tripano. Tras el ultimo lavado, se re-suspendieron las células en un volumen apropiado de medio con un
10 % de DMSO/FBS y se congelaron como se ha descrito anteriormente.

Cultivo de células B
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El dia del montaje del cultivo de células B, los viales de las PBMC, esplenocitos o ganglios linfaticos se
descongelaron para su uso. Los viales se retiraron de los depodsitos LN2 y se colocaron en un bafio de agua a 37 °C
hasta que se descongelaron. Los contenidos de los viales se transfirieron a tubos de centrifuga conicos de 15 ml
(Corning) y se anadieron lentamente 10 ml del RPMI modificado descrito anteriormente al tubo. Las células se
centrifugaron durante 5 minutos a 1,5K rpm, y se desecho el sobrenadante. Se re-suspendieron las células en 10 ml
de medio nuevo. Se determiné la densidad y viabilidad celular por azul tripano. Las células se lavaron de nuevo y se
re-suspendieron a 1E07 células/80 ul de medio. Se afiadio la hulL-6 biotinilada (B hulL-6) a la suspensién celular a
la concentracion final de 3 ug/ml y se incubé durante 30 minutos a 4 °C. La B hulL-6 no unida se retir6 con dos
lavados de 10 ml de tampodn fosfato (PBF): PBS libre de Ca/Mg (Hyclone), 2 mM de etilendiamina de acido
tetraacético (EDTA), 0,5 % de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-libre de biotina). Tras el segundo lavado, se re-
suspendieron las células a 1E07 células/80 ul de PBF. Se afadieron 20 pl de perlas con estreptavidina MACS®
(Miltenyi)/10E7 células a la suspension celular. Las células se incubaron a 4 °C durante 15 minutos. Se lavaron las
células una vez con 2 ml de PBF/10E7 células. Tras el lavado, las células se re-suspendieron a 1E08 células/500 i
de PBF y se dejaron aparte. Se pre-aclaré una columna MS MACS® (Miltenyi) con 500 pl de PBF en una plataforma
magnética (Miltenyi). La suspension celular se aplicé a la columna por medio de un pre-filtro, y la fraccidon no unida
se recolectd. La columna se lavo con 1,5 ml de tampoén PBF. La columna se retird de la plataforma magnética y se
colocé en un tubo limpio Falcon de 5 ml de polipropileno. Se afiadié 1 ml de tampdn PBF en la parte superior de la
columna, y se recolectaron las células seleccionadas como positivas. El rendimiento y viabilidad de la fraccion
celular positiva y negativa se determind por tincion con azul tripano. La seleccion positiva daba un rendimiento del
1 % de la concentracion celular de partida.

Se establecid una exploracion celular de prueba para proporcionar informacién sobre los niveles de siembra para el
cultivo. Tres grupos de 10 placas (un total de 30 placas) se sembraron con 40, 100 y 200 células B
enriquecidas/pocillo. Ademas, cada pocillo contenia 50K células/pocillo de células EL-4.B5 (5.000 Rads) y un nivel
apropiado de sobrenadante de células T (que varia de 1-5 % dependiendo de la preparacion) en medio RPMI
modificado alto en glucosa con un volumen final de 250 pl/pocillo. Los cultivos se incubaron durante 5 a 7 dias a 37
°C enun 4 % de COa.

Identificacion de las células B secretoras de anticuerpo selectivo

Los cultivos se ensayaron respecto al reconocimiento del antigeno y actividad funcional entre los dias 5y 7.

Exploracion de reconocimiento de antigeno

El formato ELISA que se utiliza es el que se ha descrito anteriormente excepto los 50 ul de sobrenadante de los
pocillos de los cultivos de células B (BCC) (las 30 placas) se utilizd como fuente de anticuerpo. El medio
acondicionado se transfirid a las placas revestidas de antigeno. Tras identificarse los pocillos positivos, se retird el
sobrenadante y se transfirieron a la placa(s) maestra de 96 pocillos. Las placas de cultivo originales se congelaron
retirando todo el sobrenadante excepto 40 pl/pocillo y afiadiendo 60 pl/pocillo de DMSO al 16 % en FBS. Las placas
se envolvieron en toallitas de papel para ralentizar la congelacion y se colocaron a -70 °C.

Exploracion de la actividad funcional

Las placas maestras se exploraron entonces respecto a la actividad funcional en el ensayo de proliferacion de T1165
como se ha descrito anteriormente, excepto que la fila B tenia solo medio para el control de fondo, la fila C tenia
medio + |IL-6 para el control de proliferacion positivo, y las filas D-G y las columnas 2-11 eran los pocillos del BCC
(50 pl/pocillo, puntos simples). Se afiadieron 40 ul de IL-6 a todos los pocillos excepto la fila de medio a 2,5 veces la
concentracion CE50 determinada por el ensayo. Tras una incubacion de 1 h, el complejo Ac/Ag se transfirié a una
placa de 96 pocillos de fondo plano de cultivo tisular (TC) tratado, Se afiadieron 20 ul de suspension celular en
medio RPMI modificado sin hulL-6 (T1165 a 20.000 células/pocillo) a todos los pocillos (100 ul de volumen final por
pocillo). Se rest6 el fondo, y los valores de DO observados se transformaron en % de inhibicién.

Recuperacién de células B

Las placas que contenian pocillos de interés se retiraron de -70 °C, y las células de cada pocillo se recuperaron con
lavados de 5-200 pl de medio/pocillo. Los lavados se agruparon en un tubo de centrifuga estéril de 1,5 ml, y se
aglomeraron las células durante 2 minutos a 1500 rpm.

El tubo se invirtid, se repitid la centrifugacion, y el sobrenadante se retird con cuidado. Las células se resuspendieron
en 100 pl/tubo de medio. Se afhadieron 100 yl de dynaperlas M280 estreptavidina revestidas de IL-6 biotinilada
(Invitrogen) y 16 pl de anticuerpo de cabra anti IgG H&L-FITC de conejo diluido 1:100 en medio a la suspension
celular.

Se retiraron 20 pl de la suspension de células/perlas/FITC, y se prepararon gotas de 5 pl en un portaobjetos de

cristal (Corning) previamente tratado con Sigmacote (Sigma), de 35 a 40 gotas/portaobjetos. Se afiadié una barrera
impermeable de aceite de parafina (JT Baker) para sumergir las gotas, y se incubd el portaobjetos durante 90
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minutos a 37 °C, un 4 % de CO; en oscuridad.

Las células B especificas que producen anticuerpos se pueden identificar por el anillo fluorescente alrededor de ellas
debido a la secrecion de anticuerpo, el reconocimiento del antigeno biotinilado asociado a las perlas, y la deteccion
posterior por la deteccion del reactivo de IgG fluorescente. Una vez que se identifica una célula de interés, la célula
en el centro del anillo fluorescente se recuperé por medio de un micromanipulador (Eppendorf). La célula Unica que
sintetiza y exporta el anticuerpo se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 250 pl y se coloco en hielo seco. Tras
la recuperacion de todas las células de interés, se transfirieron a -70 °C para el almacenamiento a largo plazo.

Ejemplo 8 Expresion en células de levadura

Genes de anticuerpo: Se clonaron y se construyeron genes que dirigian la sintesis de un anticuerpo monoclonal
humanizado quimérico de conejo.

Vector de expresion: El vector contiene los siguientes componentes funcionales: 1) un origen de replicacién ColE1
mutante, que facilita la replicacion del vector plasmido en células de la bacteria Escherichia coli; 2) un gen
bacteriano Sh ble, que confiere resistencia al antibidtico Zeocina y funciona como el marcador genético para las
transformaciones tanto de E. coli como de P. pastoris; 3) un casete de expresién compuesto por el promotor del gen
de la gliceraldehido deshidrogenasa (gen GAP), fusionado a secuencias que codifican las secuencia lider de pre pro
secrecion del factor de emparejamiento alfa de Saccharomyces cerevisiae, seguido por secuencias que codifican
una sefial de terminacion transcripcional de P. pastoris del gen | de alcohol oxidasa de P. pastoris (AOX1). El gen
indicador de resistencia a Zeocina proporciona un medio de enriquecimiento para cepas que contienen multiples
copias integradas de un vector de expresion en una cepa seleccionando los transformantes que sean resistentes a
altos niveles de Zeocina.

Cepas de P. pastoris: Se pueden utilizar las cepas de P. pastoris met1, lys3, ura3 y ade1. Aunque se podrian utilizar
cualquiera de dos grupos complementarios de cepas auxotroficas para la construccion y mantenimiento de cepas
diploides, estas dos cepas son especialmente adecuadas para este método por dos razones. Primero, crecen mas
lentamente que las cepas diploides que son el resultado de su emparejamiento o fusién. Por lo tanto, si un pequefio
numero de células ade1 o ura3 haploides permanecen presentes en un cultivo o aparecen por medio de meiosis u
otro mecanismo, la cepa diploide deberia superarlas en el cultivo.

La segunda es que es facil controlar el estado sexual de estas cepas ya que las colonias Ade+ que aparecen de su
emparejamiento son de color crema o blanco normal, mientras que las células de cualquiera de las cepas que son
mutantes ade1 haploides formaran una colonia con un color rosa distintivo. Ademas, cualquiera de las cepas que
son mutantes de ura3 haploides son resistentes al farmaco acido 5-fluoro-orético (FOA) y se pueden identificar
sensiblemente poniendo en placas las muestras de un cultivo en placas con medio minimo + uracilo con FOA. En
estas placas, solamente las células ura3 mutantes que necesitan uracilo (presumiblemente haploide) pueden crecer
y formar colonias. Por lo tanto, con las cepas parentales haploides marcadas con ade1 y ura3, se puede controlar
facilmente el estado sexual de las cepas diploides productoras de anticuerpo resultantes (haploides frente a
diploides).

Métodos

Construccién de vectores de expresion pGAPZ-alfa para la transcripcion de genes de cadena pesada y ligera de
anticuerpo. Los fragmentos humanizados de cadena ligera y pesada se clonaron en los vectores de expresion
pGAPZ por medio de un proceso dirigido por PCR. Las construcciones humanizadas recuperadas se sometieron a
amplificacion en condiciones del kit de KOD polimerasa (Novagen) ((1) 94 °C, 2 minutos; (2) 94 °C, 30 segundos; (3)
55 °C, 30 segundos; (4) 72 °C, 30 segundos-se hace un ciclo de las etapas 2-4, 35 veces; (5) 72 °C, 2 minutos
empleando los siguientes cebadores (1) de cadena ligera directo AGCGCTTATTCCGCTATCCAGATGACC CAGTC-
el sitio de Afel esta subrayado simple. El final de la secuencia de sefial HSA esta subrayada doble, seguida por la
secuencia de la region variable de cadena ligera madura (no subrayado); el inverso es CGTACGTTTGATTTC
CACCTTG.

Cebador inverso de la region variable de cadena ligera. El sitio BsiWI esta subrayado, seguido por el complemento
inverso para el extremo 3’ de la region variable de cadena ligera. La digestion con enzimas de restriccion con Afel y
BsiWI hace posible la insercion en fase con el vector pGAPZ utilizando la secuencia lider HAS humana en fase con
la region constante de cadena ligera kappa humana para la exportacion. (2) Se llevé a cabo una estrategia similar
para la cadena pesada. El cebador directo empleado es AGCGCTTATTCCGAGGTGCAGCTG GTGGAGTC. El sitio
Afel esta subrayado simple. El final de la secuencia de sefial esta subrayado doble, seguido por la secuencia de la
region variable de cadena pesada madura (no subrayada). El cebador inverso de cadena pesada es
CTCGAGACGGTGACGAGGGT. El sitio Xhol esta subrayado seguido por el complemento inverso para el extremo 3’
de la region variable de la cadena pesada. Esto hace posible la clonacion de la cadena pesada en fase con la region
CH1-CH2-CH3 de IgG-y1 insertada previamente en el pGAPZ utilizando una estrategia de clonacion direccional
comparable.
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Transformacion de vectores de expresion en cepas huésped adel, ura3, met1, y lys3 de P. pastoris. Todos los
métodos utilizados para la transformacion de cepas haploides de P. pastoris y la modificacion genética del ciclo
sexual de P. pastoris se describen en Higgins, D. R., y Cregg, J. M., Eds. 1998. Pichia Protocols. Methods in
Molecular Biology. Humana Press, Totowa, NJ.

Antes de la transformacién, cada vector de expresion se alinea en las secuencias del promotor GAP con Avrll para
dirigir la integracion de los vectores en el locus del promotor GAP del genoma de P. pastoris. Las muestras de cada
vector se transforman entonces individualmente en los cultivos electrocompetentes de las cepas ade1, ura3, met1 y
lys3 por electroporacion, y se seleccionan los transformantes satisfactorios con placas YPD con Zeocina mediante
su resistencia a este antibiético. Las colonias resultantes se seleccionan, se dividen en colonias Unicas en placas
YPD con Zeocina y entonces se examinan respecto a la presencia de la insercion genética del anticuerpo por un
ensayo PCR en el ADN gendmico extraido de cada cepa respecto a la insercion del gen de anticuerpo apropiado y/o
la capacidad de cada cepa para sintetizar una cadena de anticuerpo por un método de
elevacion/Inmunotransferencia de colonias (Wung et al. Biotechniques 21 808-812 (1996). Las cepas ade1, met1 y
lys3 que expresaban una de las tres construcciones de cadena pesada se recolectan para las construcciones
diploides junto con la cepa haploide ura3 que expresaba el gen de cadena ligera. Las haploides que expresaban los
genes de cadena pesada se emparejan con las ura3 haploides de cadena ligera para generar la diploide que secreta
la proteina.

Emparejamiento de las cepas haploides que sintetizan una unica cadena de anticuerpo y la selecciéon de los
derivados diploides que sintetizan los anticuerpos tetraméricos funcionales. Para emparejar las cepas haploides de
P. pastoris, cada cepa ade1 (o met1 o lys3) productora de cadena pesada que se va a cruzar se siembra en estrias
a lo largo de una placa YPD rica y la cepa ura3 productora de cadena ligera se siembra en estrias a lo largo de una
segunda placa YPD (~ 10 estrias por placa). Tras uno o dos dias de incubacién a 30 °C, las cepas de una placa que
contenia las cepas de cadena pesada y una placa que contenia las cepas ura3 de cadena ligera se transfirieron a un
tejido aterciopelado estéril en un bloque de colocacién en placa de replicacion con un patrén de trama cruzada de
manera que cada cepa de cadena pesada contiene un area de células mezcladas con cada cepa de cadena ligera.
Las células de la placa de replicacion de la divisidon entrecruzada se transfirieron entonces a una placa de
emparejamiento y se incubaron a 25 °C para estimular el inicio del emparejamiento entre las cepas. Tras dos dias,
las células de las placas de emparejamiento se transfieren de nuevo a un terciopelo estéril en un bloque de
colocacion en placa de replicacion y luego se transfirieron a placas con medio minimo. Estas placas se incubaron a
30 °C durante tres dias para permitir el crecimiento selectivo de colonias de las células diploides prototréficas. Las
colonias que aparecian se recogieron y se sembraron en estrias en una segunda placa de medio minimo para aislar
colonias Unicas y purificar cada cepa diploide. Las lineas celulares diploides resultantes se examinaron entonces
respecto a la produccién de anticuerpos.

Las supuestas cepas diploides se ensayaron para demostrar que eran diploides y contenian ambos vectores de
expresion para la produccién de anticuerpos. Para la diploidia, las muestras de una cepa se diseminaron en placas
de emparejamiento para estimular que se sometieran a meiosis y la formaciéon de esporas. Los productos
esporulados haploides se recolectaron y se ensayaron respecto al fenotipo. Si un porcentaje significativo de los
productos esporulados resultantes eran auxotrofos simples o dobles se podia concluir que la cepa original debia
haber sido diploide. Las cepas diploides se examinaron respecto a la presencia de ambos genes de anticuerpo
extrayendo el ADN genémico de cada una y utilizando este ADN en reacciones PCR especificas de cada gen.

Fusién de cepas haploides que sintetizan una Gnica cadena de anticuerpo y seleccion de derivados diploides que
sintetizan anticuerpos tetraméricos funcionales. Como alternativa al procedimiento de emparejamiento descrito
anteriormente, se convirtieron en esferoplastos los cultivos individuales de las cepas ade1 y ura3 haploides que
producian una Unica cadena de anticuerpo y sus esferoplastos resultantes se fusionaron utilizando
polietilenglicol/CaCl,. Las cepas haploides fusionadas se embebieron entonces en agar que contenia un 1 M de
sorbitol y un medio minimo para permitir que las cepas diploides generaran su pared celular y crecieran en colonias
visibles. Las colonias visibles se recogieron del agar, se sembraron en estrias en una placa de medio minimo, y las
placas se incubaron durante dos dias a 30 °C para generar colonias de las células Unicas de las lineas celulares
diploides. Las supuestas lineas celulares diploides se examinaron entonces respecto a la diploidia y la produccion
de anticuerpos como se ha descrito anteriormente.

Purificacion y analisis de anticuerpos. Se derivd una cepa diploide para la produccion de anticuerpo de longitud
completa por medio de emparejamiento de la met1 de cadena ligera y lys de cadena pesada utilizando los métodos
que se han descrito anteriormente. El medio de cultivo de los matraces con agitado o los cultivos de fermentacion de
cepas diploides de expresion de P. pastoris se recolectaron y se examinaron respecto a la presencia del anticuerpo
proteico mediante SDS-PAGE e Inmunotransferencia utilizando anticuerpos dirigidos contra las cadenas pesada y
ligera de IgG humana, o especificamente contra la cadena pesada de IgG.

Para purificar los anticuerpos secretados por levaduras, se pasaron los medios clarificados de los cultivos
productores de anticuerpo a través de una columna de proteina A y tras lavar con 20 mM de fosfato sddico, pH 7,0,
tampon de union, se eluyo la proteina A unida a la proteina utilizando 0,1 M de tampén glicina HCI, pH 3,0. Las
fracciones que contenian la mayoria de proteina total se examinaron por SDS-PAGE tefiida con azul Coomasie e
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Inmunotransferencia del anticuerpo proteico. El anticuerpo se caracterizé utilizando el ELISA descrito anteriormente
para el reconocimiento de la IL-6.

Ensayo para la actividad del anticuerpo. El anticuerpo humanizado derivado de la levadura recombinante se evaluo
respecto a la actividad funcional por medio del ensayo de proliferacion celular de T1165 dirigido por IL-6 y el ensayo
de haptoglobina HepG2 estimulada por IL-6 que se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 9 Neutralizacion de respuesta en fase aguda por administracion intravenosa de anticuerpo anti-IL-6
Ab1

La IL-6 humana puede provocar una respuesta de fase aguda en ratas, y una de las proteinas principales de fase
aguda que se estimula en ratas es la a-2 macroglobulina (A2M). Se disefié un estudio para evaluar la dosis de
anticuerpo Ab1 necesario para impedir la respuesta de A2M a una Unica inyeccion s.c. de 100 yg de IL-6 humana
puesta una hora después de diferentes dosis (0,03, 0,1, 0,3, 1 y 3 mg/kg) de anticuerpo Ab1 administrado por via
intravenosa (n = 10 ratas/nivel de dosis) o IgG1 policlonal humana como control (n = 10 ratas). Se recupero el
plasma y se cuantificé la A2M por medio de un kit ELISA sandwich comercial (ICL Inc., Newberg OR; n° de cat.- E-
25A2M). El punto final era la diferencia de la concentracion de A2M en el plasma en el punto de tiempo de 24 horas
(post-Ab1). Los resultados se presentan en la Figura 4.

La DI50 del anticuerpo Ab1 era de 0,1 mg/kg con supresion completa de la respuesta de A2M en la de 0,3 mg/kg.
Esto establece firmemente que la neutralizacion in vivo de la IL-6 humana se puede conseguir con el anticuerpo
Ab1.

Ejemplo 10 Estudio 1 del Modelo de caquexia con RXF393
Introduccion

La linea celular de cancer celular renal humano, RXF393 produce una profunda pérdida de peso cuando se
trasplanta en ratones desnudos atimicos. La pérdida de peso comienza alrededor del dia 15 tras el trasplante con el
80 % de los animales perdiendo hasta un 30 % de su peso corporal total el dia 18-20 tras el trasplante. RXF393
secreta IL-6 humana y la concentracion plasmatica de IL-6 humana en estos animales es muy alta aproximadamente
de 10 ng/ml. La IL-6 humana se puede unir al receptor de IL-6 soluble y activar las respuestas a IL-6 en el raton. La
IL-6 humana es aproximadamente 10 veces menos potente que la IL-6 murina en la activacion de las respuestas a
IL-6 en el ratdn. Los objetivos de este estudio eran determinar el efecto del anticuerpo Ab1, sobre la supervivencia,
peso corporal, proteina seroamiloide A, y los parametros de hematologia en ratones desnudos atimicos
trasplantados con la linea celular de cancer de células renales humano, RXF393.

Métodos

Se implanté en ochenta ratones desnudos atimicos machos de 6 semanas de edad fragmentos tumorales de
RXF393 (30-40 mg) por via subcutanea en el costado derecho. Los animales se dividieron entonces en ocho grupos
de diez ratones. Se les administro a tres grupos el anticuerpo Ab1 a 3 mg/kg, 10 mg/kg, o 30 mg/kg por via
intravenosa semanalmente el dia 1, dia 8, dia 15 y dia 22 tras el trasplante (grupos de progresion). Se administro a
otros tres grupos el anticuerpo Ab1 a 3 mg/kg, 10 mg/kg, o 30 mg/kg por via intravenosa semanalmente el dia 8, dia
15 y dia 22 tras el trasplante (grupos de regresion). Finalmente se administré a un grupo de control IgG policlonal
humana a 30 mg/kg y se administré a un segundo grupo de control soluciéon salina tampon fosfato por via
intravenosa el dia 1, dia 8, dia 15 y dia 22 tras el trasplante.

Se practicé la eutanasia a los animales el dia 28, cuando el tumor alcanzaba los 4.000 mm?® o si se debilitaban >
30 % de pérdida de peso corporal). Los animales se pesaban los dias 1, 6 y luego diariamente desde los dias 9 a 28
tras el trasplante. Se utilizé el porcentaje medio de peso corporal (MPBW) como parametro primario para controlar la
pérdida de peso durante el estudio. Este se calculaba de la siguiente manera: (peso corporal — peso del tumor)/linea
basal de peso corporal x 100. El peso del tumor se midi6 los dias 1, 6, 9, 12, 15, 18, 22, 25 y 28 tras el trasplante. Se
recolectd la sangre bajo anestesia de cinco ratones de cada grupo los dias 5y 13 y cuando se practico la eutanasia
de los diez ratones de cada grupo (el dia 28 en la mayoria de los casos). Se analizd la sangre respecto a la
hematologia y la concentracién de proteina seroamiloide A (SAA). Se tomaron muestras de sangre de un grupo
adicional de 10 ratones desnudos atimicos machos de 6 semanas de edad que no albergaban el tumor para la
estimacion de la hematologia y la concentracion de SAA para tener un grupo de valores de linea basal.

Resultados — supervivencia

Ningun animal se sometié a eutanasia o se murié en ninguno de los grupos de Ab1 antes de la fecha de terminacion
del estudio del dia 28. En los dos grupos de control, se encontraron muertos o se practicé la eutanasia de 15
animales (7/9 en el grupo de IgG policlonal humana y 8/10 en el grupo de solucion salina tampdn fosfato) debido a
que estaban muy debilitados (> 30 % de pérdida de peso corporal).

La media de tiempo de supervivencia en ambos grupos de control era de 20 dias.
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Las curvas de supervivencia de los dos grupos de control y los grupos de progresion con el anticuerpo Ab1
(dosificados desde el dia 1 del estudio) se presentan en la Figura 5.

Las curvas de supervivencia de los dos grupos de control y los grupos de regresion con el anticuerpo Ab1
(dosificados desde el dia 8 del estudio) se presentan en la Figura 6.

Habia una diferencia estadisticamente significativa entre las curvas de supervivencia de los grupos de control con
IgG policlonal humana (p = 0,0038) y solucién salina tampon fosfato (p = 0,0003) y la curva de supervivencia de los
seis grupos con el anticuerpo Ab1. No habia diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos de control
(p =0,97).

Resultados — Seroamiloide A plasmatico
La media (+ SEM) de concentracion de seroamiloide A plasmatico frente al tiempo en los dos grupos de control y los
grupos de progresion con anticuerpo Ab1 (dosificados desde el dia 1 del estudio) y de regresion (dosificados desde

el dia 8 del estudio) se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Media de SAA plasmatico — todos los grupos con anticuerpo Ab1 frente a grupos de control

Media de SAA
plasmaticoxSEM Dia 5

(Mg/ml)

Media de SAA
plasmatico+tSEM Dia 13

(ug/ml)

Media de SAA
plasmaticoxSEM
Extraccion final (ug/ml)

IgG policlonal iv
semanalmente desde

675 + 240 (n=5)

3198 + 628 (n=4)

13371 + 2413 (n=4)

el dia 1

PBS iv semanalmente
desde el dia 1

Ab1 a 30 mg/kg iv
semanalmente desde
el dia 1

Ab1 a 10 mg/kg iv
semanalmente desde
el dia 1

Ab1 a 3 mg/kg iv
semanalmente desde
el dia 1

Ab1 a 30 mg/kg iv
semanalmente desde
el dia 8

Ab1 a 10 mg/kg iv
semanalmente desde
el dia 8

Ab1 a 3 mg/kg iv
semanalmente desde
el dia 8

355 + 207 (n=5) 4844 + 1126 (n=5) 15826 + 802(n=3)

246 + 100 (n=5) 2979 + 170 (n=5) 841 + 469 (n=10)

3629 + 624 (n=5) 3096 + 690(n=5) 996 + 348 (n=10)

106 + 9 (n=5) 1623 + 595 (n=4) 435 + 70 (n=9)

375 + 177 (n=5) 1492 + 418 (n=4) 498 + 83 (n=9)

487 + 170 (n=5) 1403 + 187 (n=5) 396 + 58 (n=10)

1255 + 516 (n=5) 466 + 157 (n=5) 685 + 350 (n=5)

El SAA esta regulado positivamente por medio de la estimulacion de hIL-6 y esta respuesta se correlaciona
directamente con los niveles circulatorios de hlL-6 derivados del tumor implantado. ElI marcador suplente
proporciona una lectura indirecta de la hlL-6 activa. Por lo tanto, en los dos grupos de tratamiento descritos
anteriormente tienen una disminucion significativa de los niveles de SAA debido a la neutralizacion de la hIL-6
derivad del tumor. Esto apoya adicionalmente la opinidon de que el anticuerpo Ab1 presenta una eficacia in vivo.

Ejemplo 11 Estudio 2 del modelo de caquexia con RFX393

Introduccion

Se llevé a cabo un segundo estudio en el modelo de caquexia RFX393 en el que el tratamiento con el Ab1
comenzaba en un estadio mas tardio (dias 10 y 13 post-trasplante) y con una fase de tratamiento mas prolongada
(hasta 49 dias post-trasplante). El intervalo de dosificacion con el anticuerpo Ab1 ese acort6é a 3 dias de los 7 y se
midi6 también el consumo diario de alimento. Se hizo un intento también de referenciar el tamafio de los tumores en
el momento de inicio de la dosificacién con el anticuerpo Ab1.

Métodos

Se implantaron en ochenta ratones desnudos atimicos machos de 6 semanas de edad fragmentos tumorales de
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RFX393 (30-40 mg) por via subcutanea en el costado derecho. Se seleccionaron 20 ratones en los que los tumores
habian alcanzado entre 270-320 mg de tamafo y se dividieron en dos grupos. Un grupo recibid el anticuerpo Ab1 a
10 mg/kg i.v. cada tres dias y el otro grupo recibié 1gG policlonal humana a 10 mg/kg cada 3 dias desde el punto de
tiempo (el dia 10 tras el trasplante). Otros 20 ratones se seleccionaron cuando el tamafio de sus tumores alcanzaba
400-527 mg de tamafio y se dividieron en dos grupos. Un grupo recibié anticuerpo Ab1 a 10 mg/kg i.v. cada tres dias
y el otro grupo recibié 1gG policlonal humana a 10 mg/kg cada 3 dias desde ese punto de tiempo (dia 13 tras el
trasplante). Los 40 ratones restantes no tomaron parte mas en el estudio y se les practico la eutanasia el dia 49,
cuando el tumor alcanzaba los 4.000 mm® o si estaban muy debilitados (> 30 % de pérdida de peso corporal).

Los animales se pesaron cada 3-4 dias desde el dia 1 al dia 49 tras el trasplante. Se utiliz6 el porcentaje medio de
peso corporal (MPBW) como parametro primario para controlar la pérdida de peso durante el estudio. Este se
calculaba de la siguiente manera: ((peso corporal — peso tumoral)/linea basal de peso corporal) x 100. El peso
tumoral se midi6 cada 3-4 dias desde el dia 5 al dia 49 tras el trasplante. Se midi6 el consumo de alimento (cantidad
consumida en 24 horas por peso (g) por cada grupo de tratamiento) cada dia desde el dia 10 para los grupos de
tumor de 270-320 mg y el dia 13 para los grupos con tumores de 400-527 mg.

Resultados — supervivencia

Las curvas de supervivencia con el anticuerpo Ab1 a 10 mg/kg i.v. cada tres dias (tamafio tumoral 270-320 mg) y
con la IgG policlonal humana a 10 mg/kg i.v. cada tres dias (tamafio tumoral 270-320 mg) se presentan en la Figura
7.

La supervivencia media con el anticuerpo Ab1 a 10 mg/kg i.v. cada tres dias (tamafio tumoral 270-320 mg) era de 46
dias y con la IgG policlonal humana a 10 mg/kg i.v. cada tres dias (tamafio tumoral 270-320 mg) era de 32,5 dias (p
=0,0071).

Las curvas de supervivencia con el anticuerpo Ab1 a 10 mg/kg i.v. cada tres dias (tamafio tumoral 400-527 mg) y
con la IgG policlonal humana a 10 mg/kg i.v. cada tres dias (tamafio tumoral 400-527 mg) se presentan en la Figura
8. La supervivencia media para el anticuerpo Ab1 a 10 mg/kg i.v. cada tres dias (tamafio tumoral 400-527 mg) era de
46,5 dias y con la IgG policlonal humana a 10 mg/kg i.v. cada tres dias (tamafio tumoral 400-527 mg) era de 27 dias
(p =0,0481).

Ejemplo 12 Evaluacion farmacocinética multi-dosis de anticuerpo Ab1 en primates no humanos

Se dosificéd el anticuerpo Ab1 en una infusiéon en embolada Unica a un Unico macho y una Unica hembra de mono
Cynomolgus en solucién salina tampodn fosfato. Se extrajeron muestras de plasma en los intervalos de tiempo fijados
y se cuantifico el nivel de anticuerpo Ab1 por medio del uso de un ensayo ELISA de captura antigénica. Se capturd
IL-6 biotinilada (50 ul de 3 ug/ml) en placas de microtitulacién de 96 pocillos revestidos con estreptavidina. Las
placas se lavaron y se bloquearon con un 0,5 % de gelatina de pescado. Se afadieron las muestras de plasma
diluidas apropiadamente y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Los sobrenadantes se retiraron y se
aplicé un anticuerpo secundario anti-hFc conjugado con HRP y se dejé a temperatura ambiente.

Las placas se aspiraron entonces y se afiadi6 TMB para visualizar la cantidad de anticuerpo. Entonces se
determinaron los niveles especificos mediante el uso de una curva de referencia. Una segunda dosis de anticuerpo
Ab1 se administré el dia 35 a los mismos dos monos Cynomolgus y se replico el experimento utilizando un plan de
muestreo idéntico. Las concentraciones resultantes se representaron entonces frente al tiempo como se muestra en
la Figura 9.

Este anticuerpo aglucosilado humanizado de longitud completa purificado que se expresaba en Pichia pastoris
presenta caracteristicas comparables a la proteina que se expresa en mamiferos. Ademas, las multiples dosis de
este producto presentan semividas reproducibles lo que sugiere que esta plataforma de producciéon no genera
productos que presenten un aumento de inmunogenicidad.

Ejemplo 13 Caracterizacion mecanica en Octet de los anticuerpos proteicos

La sefalizacion de IL-6 depende de las interacciones entre la IL-6 y dos receptores, IL-6R1 (CD126) y GP130
(transductor de la sefial de IL-6). Para determinar el mecanismo de accion del anticuerpo, se llevaron a cabo
estudios mecanicos utilizando interferometria de capa con un instrumento Octet QK (ForteBio; Menlo Park, CA). Los
estudios se llevaron a cabo con dos configuraciones diferentes. En la primera orientacion, se unia una IL-6
biotinilada (R&D Systems numero de parte 206-IL-001MG/CF, biotinilada utilizando la EZ link Pierce de sulfo-NHS-
LC-LC-biotina numero de producto 21338 de acuerdo con los protocolos del fabricante) inicialmente a un biosensor
revestido de estreptavidina (ForteBio nimero de parte 18-5006). La unién se comprobé como un aumento de sefal.

La union de IL-6 al sensor se incubd entonces con el anticuerpo en cuestion o una solucién con solo el diluyente. El

sensor se incubd entonces con la molécula de IL-6R1 soluble (R&D systems numero de producto 227-SR-025/CF).
Si la molécula del IL-6R1 no se unia, se consideraba que el anticuerpo bloqueaba las interacciones IL-6/IL-6R1.
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Estos complejos se incubaron con GP130 (R&D systems 228-GP-010/CF) en presencia de IL-6R1 con fines de
estabilidad. Si GP130 no se unia, se concluia que el anticuerpo bloqueaba las interacciones de GP130 con IL-6.

En la segunda orientacion, el anticuerpo se unia a un biosensor revestido con un reactivo especifico de Fc anti-lgG1
humana (ForteBio numero de parte 18-5001). La IL-6 se unia al anticuerpo inmovilizado y el sensor se incubaba con
IL-6R1. Si el IL-6R1 no interactuaba con la IL-6, entonces se concluia que el anticuerpo de unién a IL-6 bloqueaba
las interacciones IL-6/IL-6R1. En estas situaciones cuando se observaba el complejo anticuerpo/IL-6/IL-6R1, se
incubaba con GP130 en presencia de IL-6R1. Si GP130 no interactuaba, entonces se concluia que el anticuerpo
bloqueaba las interacciones IL-6/GP130. Todos los estudios se llevaron a cabo en un volumen final de 200 ul, a 30
°C y 1000 rpm. Para estos estudios, todas las proteinas se diluyeron utilizando el tampoén de diluciéon de muestras de
ForteBio (nimero de parte 18-5028).

Los resultados se presentan en las Figuras 10A-E y 11.
Ejemplo 14 Mapeo peptidico

Con el fin de determinar el epitopo reconocido por Ab1 en la IL-6 humana, se empled el anticuerpo en un ensayo
basado en la transferencia de western. La forma de IL-6 humana que se utiliz en este ejemplo tenia una secuencia
de 183 aminoacidos de longitud (que se muestra posteriormente). Se sintetizé6 comercialmente una biblioteca de 57
miembros de péptidos que solapaban 15 aminoacidos que engloban esta secuencia y se unié covalentemente a una
membrana de nitrocelulosa PepSpots (JPT Peptide technologies, Berlin, Alemania). Las secuencias de los 15
aminoacidos solapados se muestran en la Figura 12. Las transferencias se prepararon y sondearon segun las
recomendaciones del fabricante.

En resumen, se pre-humectaron las transferencias en metanol, se aclararon con PBS, y se bloquearon durante 2
horas con leche desnatada al 10 % en PBS/0,05 % Tween (solucion de bloqueo). El anticuerpo Ab1 se utilizé con
una dilucién final de 1 mg/ml, y se utilizé un anticuerpo secundario de ratén anti-kappa humana (Southern BioTech
n°® 9220-05) con una dilucién de 1:5000. Se llevaron a cabo las diluciones/incubaciones de anticuerpo en la solucion
de blogqueo. Se llevaron a cabo las transferencias utilizando los reactivos Amersham ECL advance (GE n° RPN2135)
y se documentd la sefial quimioluminiscente utilizando una camara CCD (Alphalnnotec). Los resultados de las
transferencias se muestran en las Figuras 13y 14
Se expone la secuencia de la forma de IL-6 humana utilizada para generar la biblioteca de péptidos.
VPPGEDSKDVAAPHRQPLTSSERIDEQIRY ILDGISALEKETCNKSNMUESSKEALA
ENNLNLPKEMAEKDGCFQSGFNEETCLVKIITGLLEFEVYLEYLONRFESSEEQARA
VOMSTEVLIQFLOQEKAKNLDAITTPDPTTNASLLTEKLQAQNQWLQDMTTHLILESF
KEFLQSSLRALRQM (SEQ ID NO: 1),

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Garcia, Leon Jensen, Anne E.C. Olson, Katie Dutzar, Ben Ojala, Ethan Kovacevich, Brian Latham, John
Smith, Jeffrey T.L.

<120> ANTICUERPOS CONTRA IL-6
<130> 67858.701802

<150> 60/924.550
<151> 21-05-2007

<160> 646

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 183

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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Ser Leu Glu Glu Ser
25

Thr Leu Thr Cys Thr
40

Thr Trp Val Arg Gln
55

Ile Tyr Gly Ser Asp
70
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<400>7
Asn Tyr Tyr Val Thr
1 5
<210> 8
<211> 16
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 8

Ile Ile Tyr Gly Ser Asp Glu Thr Ala Tyr Ala Thr Trp Ala Ile Gly

1 5 10 15

<210>9

<211>12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400>9

Asp Asp Ser Ser Asp Trp Asp Ala Lys Phe Asn Leu
1 5 10

<210> 10

<211> 366

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 10
atggacacga gggccccocac tcagctgetg gggctoctge tgctcoctgget cccaggtgoe 60
agatgtgcct atgatatgac ccagactcoca goctoggtgt ctgcagcoctgt gggaggcaca 120
gtcaccatca agtgecagge cagtcagage attaacaatg aattatcetg gtatcagecag 180
aaaccaggge agegtcccaa getectgate tatagggeat ccactetgge atctggggte 240
teatogeggt tcaaaggceag tggatetggg acagagttea ctotcaceat cagoegaccetg 300
gagtgtgccg atgectgcoccac ttactactght caacagggtt atagtctgag gaatattgat 360
aatgct 366

<210> 11

<211> 375

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 11

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg

tegetggagg

acagectetg
aaggggctgg
gcgataggec
ctgacageeg

gcaaaattta

ggctgecgetg

agtceggggy

gattcteect
aatggatcgg
gattcaccat

cggacacgge

acttyg

ES 2610607 T3

gcttctcetg

tegectggtce

cagtaactac
aatcatttat
ctocaaaacc

cacetattte

<210> 12

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 12
caggccagtc agagcattaa caatgaatta tcc

<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 13
agggcatcca ctctggcatc t

<210> 14

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 14
caacagggtt atagtctgag gaatattgat aatgct

<210> 15

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 15
aactactacg tgacc

<210> 16

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 16

gtegetgtge

acgcctggga

tacgtgacct
ggtagtgaty
tegaccacgy

tgtgecagag

33

21

36

15

atcatttatg gtagtgatga aacggcctac gcgacctggg cgataggc 48

<210> 17

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 17
gatgatagta gtgactggga tgcaaaattt aacttg

<210> 18
<211> 109

36

51

tcaaaggtgt

caccecctgac

gggtecgeca
aaacggecta

tggatctgaa

atgatagtag

ccagtgtcag

actcacctge

ggctccaggg
cgogacetgy
aatgaccaqgt

tgactgggat

60

120

1g0

240

300

360

375



10

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 18

Glu
1

Ser

Tyr

Gly

Gly
65

Gln

Arg

<210>19
<211> 109
<212> PRT

val

Leu

Val

Ile

50

Arg

Met

Asp

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Phe

Asn

Asp

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Ser
100

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 19

val

Ser

Val

Gly

Ile

Leu

85

Ser

ES 2610607 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Arg

Asp

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Arg

Ala

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Glu

Asp

Glu

Asp

52

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala
105

Gly

10

Gly

Gly

Ala

Ser

Thr
90

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

val

Ser

Gly

Ala

60

Asn

Val

Asn

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Thr

Tyr

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Trp

Leu

Tyr

Gly

15

Asn

Trp

Ala

Tyr

Cys
95

Gly

Tyr

Val

Ile

Leu

80

Ala



10

Glu

Ser

Tyr

Gly

Gly

Gln

Arg

<210> 20
<211> 99
<212> PRT

Val

Leu

val

Ile

50

Arg

Met

Asp

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Phe

Asn

Asp

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Ser
100

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 20

Ile

Arg

Ser

Gly
65

Asp

Asp

<210> 21

Gln

Val

Trp

Ala

30

Ser

Phe

Asn

Met

Thr

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Ala

Thr

Ile

20

Gln

Thr

Thr

Thr

Val

Ser

val

Gly

Ile

Leu
85

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr
85

ES 2610607 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser
70

Arg

Asp

Ser

Cys

Lys

Ala

Phe

70

Tyr

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Arg

Ala

Trp

Pro

Gln

Pro

Ser

35

Thr

Cys

Gly

Ala

Ala

40

Glu

Asp

Glu

Asp

Ser

Ala

Gly

40

Gly

Leu

Gln

53

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala
105

Ser

Ser

25

Lys

Val

Thr

Gln

Gly

10

Gly

Gly

Ala

Ser

Thr
90

Lys

Leu

10

Gln

Ala

Pro

Ile

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys
75

Ala

Phe

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Tyr

Val

Ser

Gly

Ala

60

Asn

val

Asn

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Ser

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Thr

Tyr

Len

Ser

Aszn

Leu

45

Phe

Leu

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Val

Aszn

30

Leu

Ser

Gln

Gly
15

Asn

Trp

Ala

Tyr

Cys
95

Gly

Glu

Ile

Gly

Fro

Asn
85

Gly

Tyr

VvVal

Tle

Leu
80

Ala

Asp

Leu

Tyr

Ser

Asp

g0

Ile



10

15

<211> 122
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 21

<210> 22

Met

Leu

vVal

Glu

Pro

65

Pro

Ile

Gly

<211> 126
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 22

Asp

Pro

Glu

Thr

50

Pro

Ser

Ser

Tyr

Thr

Gly

Val
35

Ile

Lys

Arg

Gly

Ser
115

Arg

Ala
20

Ala

Tyr

Leu

Phe

val

100

Gly

Ala

Arg

Val

Ser

Leu

Ser

85

Gln

Ser

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Trp

Ile

70

Gly

Cys

Asn

Thr

Ala

Gly

Leu

55

Tyr

Ser

Asp

val

Gln

Tyr

Thr
40

Ser

Gln

Gly

Asp

Asp
120

54

Leu

Asp
25

Val

Trp

Ala

Ala

Ala
105

Asn

Leu
10

Mat

Thr

Tyr

Ser

Gly

90

Ala

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Asp

75

Thr

Thr

Leu

Gln

Asn

Gln

60

Leu

Glu

Tyr

Leu

Thr

Cys
45

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Leu

Pro

30

Gln

Pro

Ser

Thr

Cys
110

Leu
15

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu
95

Gln

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

80

Thr

Gln



10

15

20

25

ES 2610607 T3

Met Glu Thr Gly leu Arg Trp Leu Leu Leun Val Ala Val Len

Val Gln Cys Gln Glu Gln Leu Lys Glu Ser Gly Gly Arg Leu
20 25 30

Pro Gly Thr Pro Leu Thr Leu Thr Cys Thr Ala Ser Gly Phe
35 40 45

Asn Asp His Ala Met Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

Glu Tyr Ile Gly Phe Ile Asn Ser Gly Gly Ser Ala Arg Tyr
65 70 75

Trp Ala Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Thr Ser Thr Thr
85 90

Len Lys Met Thr Ser Leu Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr
100 105 110

Val Arg Gly Gly Ala Val Trp Ser Ile Hig Ser Phe Asp Pro
115 120 125

<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 23

Gln Ala Ser Glu Thr Ile Tyr Ser Trp Leu Ser
1 5 10

<210> 24

<<211>7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 24

Gln Ala Ser Asp Leu Ala Ser
1 5

<210> 25

<211> 12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 25

Gln Gln Gly Tyr Ser Gly Ser Asn Val Asp Asn Val
1 5 10

55

Lys

15

Val

Ser

Gly

Ala

val

95

Phe

Gly

Thr

Leu

Len

Ser

80

Asp

Cys



ES 2610607 T3

<210> 26

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 26

Aszp His Ala Met Gly
1 5

<210> 27

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 27

Phe Ile Asn Ser Gly Gly Ser Ala Arg Tyr Ala Ser Trp Ala Glu Gly

35

1 S5 10 15

<210> 28

<211>12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 28

Gly Gly Ala Val Trp Ser Ile His Ser Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 29

<211> 366

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 29
atggacacga gggcocococac teoagetgetg gggetectge tgetetgget eccaggtgec 60
agatgtgcct atgatatgac ccagactcca goctctgtgg aggtagetgt gggaggcaca 120
gtcaccatca attgccagge cagtgagacc atttacagtt ggttatcectg gtatcageocag 180
aagccagggc agcctcccaa gctcoctgatc taccaggcat ccgatctgge atctggggtce 240
ccategegat tcageoggeag tggggetggyg acagagtaca ctcetcacecat cageggegtg 300
cagtgtgacg atgotgecac ttactactgt caacagggtt atagtggtag taatgttgat 360
aatgtt 366

<210> 30

<211> 378

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 30

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
gagcagetga
tgcacagcct
gggaaggyggc
tgggcagaag

agtetgacaa

ggctgegetg
aggagtcegy
ctggattcte
tggaatacat
gocgattoac

cogaggacac

ES 2610607 T3

gettetectg gtegetgtge
gggtegectyg gteacgectyg
cctcaatgac catgcaatgg
cggattcatt aatagtggtg
catctcoaga acctcgacca

ggccacctat ttetgtgtea

attcatagtt ttgatccce

<210> 31

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 31
caggccagtg agaccattta cagttggtta tcc

<210> 32

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 32
caggcatccg atctggcatc t

<210> 33

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 33
caacagggtt atagtggtag taatgttgat aatgtt

<210> 34

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 34
gaccatgcaa tgggc

<210> 35

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 35

ttcattaata gtggtggtag cgcacgctac gcgagcetggg cagaaggce 48

<210> 36

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 36
gggggtgcetg tttggagtat tcatagtttt gatccc

<210> 37

<211> 123

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

33

21

36

15

36

tcaaaggtgt
ggacacceoct
gctgggteeyg
gtagcgcacyg
cggtggatot

gagggggtge

ccagtgtoag
gacacttacc
ccaggctceca
ctacgcgagc
gaaaatgacc

tgtttggagt

60
120
180
240
300
360

378



10

<400> 37

Met
1

Leu

vVal

Gln

Gly

Gly

Leu

Ala

<210> 38
<211> 125
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

val

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

35

val

Pro

Pro

Ile

Val
115

Arg

Ala
20

Ala

Tyr

Pro

Ser

Thr
100

Tyr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 38

Ala

Thr

Val

Asp

Lys

Arg

Asp

Asp

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Asn

Leu

70

Phe

VvVal

Asp

Thr

Ala

Gly

Asn

55

Leu

Val

Gln

Asp

Gln

Ala

Thr

40

Tyr

Ile

Gly

Cys

Ser
120

58

Leu

Val
25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp
105

Asp

Leu

10

Leu

Ser

Ser

Gly

Gly

Asp

Asn

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Ala

Leu

Gln

Ser

Phe

60

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Thr

Thr

Thr

Leu

Pro

30

Gln

Gln

Leu

Gln

Tyr
110

Leu
15

Ser

Ala

Lys

Ala

Phe
95

Tyr

Trp

Pro

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Gly

Val

Trp
65

Ala

Lys

Arg

<210> 39
<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Thr

Tyr

30

Ile

Lys

Met

Ser

Thr

Cys

Pro

35

Tyr

Gly

Gly

Thr

Arg
115

Gly

Gln

20

Leu

Met

Phe

Arg

Ser

100

Gly

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 39

<210> 40
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Asn

Ile

FPhe

85

Pro

Trp

ES 2610607 T3

Arg

Leu

Leu

Trp

Thr

70

Thr

Thr

Gly

Trp

Glu

Thr

Val

35

Met

Ile

Thr

Thr

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Ser

Ser

Glu

Met
120

Leu

Ser

25

Thr

Gln

Asp

Lys

Asp

105

Gly

Leu

10

Gly

Ala

Ala

Aszn

Thr

80

Thr

Arg

Val

Gly

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Ala

Leu

Ala

Arg

Gly

Gly

60

Aszn

Thr

Thr

Asp

Val

Leu

Phe

45

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Leu
125

Leu

Val

30

Ser

Gly

Ala

Val

Phe
110

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Ser

Asp

85

Cys

Gln Ala Ser Gln Ser Val Tyr Asp Asn Asn Tyr Leu Ser

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 40

<210> 41
<211> 11
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 41

5

10

Gly Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1

5

Ala Gly Val Tyr Asp Asp Asp Ser Asp Asn Ala

1

5

59

10

Gly

Fro

Ser

Glu

Trp
80

Leu

Ala



10

15

20

25

30

35

40

<210> 42

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 42

<210> 43

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 43

Phe Ile Thr Met Ser Asp Asn Ile Asn Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly

ES 2610607 T3

Val Tyr Tyr Met Asn

1

5

1 5 10 15

<210> 44

<211>12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 44

Ser Arg Gly Trp Gly Thr Met Gly Arg Leu Asp Leu
1 5 10

<210> 45

<211> 369

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 45
atggacacga gggcccccac tcageoctgetg gggoctocetge tgeoctctgget cccaggtgec
acatttgecg ccgtgotgac ccagacteca tcoteoeegtgt ctgeagetgt gggaggeaca
gtcagcatca gttgccagge cagtcagagt gtittatgaca acaactactt atcctggttit
cagcagaaac cagggcagcc tcccaagctc ctgatctatg gtgcatccac tctggcatct
ggggtcccat cgoggttogt gggcagtgga tctgggacac agttcactet caccatcaca
gacgtgcagt gtgacgatgc tgccacttac tattgtgcag gogtttatga tgatgatagt
gataatgcc

<210> 46

<211> 375

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 46

60

60

120

180

240

300

360

369



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
tcgetggagg
acagcctctg
aaggggctgg
gcgaaaggoc

ccgacaaccg

ggctgegetg
agtccggggg
gattctcect
aatggategyg
gattcaccat

aggacacggc

ES 2610607 T3

gettoteoctg
tcgecetggtce
cagtgtectac
attcattaca
cteocaaaacce

cacctatttc

gtggetgtge
accecctggga
tacatgaact
atgagtgata
togaccacgyg

tgtgeccagga

aggtcggttag atctc

<210> 47

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 47

caggccagtc agagtgttta tgacaacaac tacttatcc

<210> 48

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 48
ggtgcatcca ctctggceate t

<210> 49

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 49
gcaggcgttt atgatgatga tagtgataat gcc

<210> 50

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 50
gtctactaca tgaac

<210> 51

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 51

39

21

33

15

ttcattacaa tgagtgataa tataaattac gcgagctggg cgaaaggc 48

<210> 52

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 52

agtcgtggct ggggtacaat gggtcggttg gatctc

<210> 53

<211> 123

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

36

61

tcaaaggtgt
cacccctgac
gggtcocgeca
atataaatta

tggatctgaa

gtcgtggetyg

ccagtgtcag
actcacctgce
ggctecaggy
cgegagetgg
aatgacecagt

gggtacaatg

60

1290

180

240

300

360

375



10

<400> 53

Met
1

Len

Val

Gln

Gly

65

Gly

Leu

Ala

<210> 54

<211> 126
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

Val

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

35

Val

Pro

Pro

Ile

Val
115

Arg

Ala

20

Pro

Tyr

Pro

Ser

Thr
100

Tyr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 54

Ala

Ile

Val

Glu

Lys

Arg

Asp

Asp

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Asn

Len

70

Phe

Val

Asp

Thr

Asp

Gly

Asn

55

Len

Lys

Gln

Asp

Gln

Pro

Thr

40

Tyr

Ile

Gly

Cys

Ser
120

62

Leu

Val

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp

105

Asp

Leu

10

Len

Ser

Ser

Gly

Gly

Asp

Asp

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Ala

Leu

Gln

Ser

Phe

60

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

Cys

415

Gln

Thr

Thr

Thr

Leu

Pro

30

Gln

Gln

Len

Gln

Tyr
110

Leu
15

Ser

Ala

Lys

Asp

Phe

95

Tyr

Trp

Pro

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Pro

Asn

Glu
65

Trp

Len

Ala

<210> 55
<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Gly

Ala
50

Trp

Ala

Lys

Arg

Thr

Cys

Gly

35

Tyr

Ile

Lys

Met

Ser
115

Gly

Gln

20

Thr

Tyr

Gly

Gly

Thr

100

Arg

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 55

<210> 56
<211>7
<212> PRT

Len

Glu

Leu

Met

Phe

Arg

85

Ser

Gly

ES 2610607 T3

Arg

Gln

Thr

Asn

Ile

70

Phe

Pro

Trp

Trp Leu Leu Leu Val Ala
10

Leu Lyg Glu Ser Gly Gly
25

Leu Thr Cyg Thr Ala Ser
40

Trp Val Arg Gln Ala Pro

Thr Leu Asn Asn Asn Val
75

Thr Phe Ser Lys Thr Ser
90

Thr Pro Glu Asp Thr Ala
105

Gly Ala Met Gly Arg Leu
120

Val

Gly

Gly

45

Gly

Ala

Thr

Thr

Asp
125

Len

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Thr

Tyr

110

Leu

Lys

15

Val

Ser

Gly

Ala

Val

95

Phe

Gln Ala Ser Gln Ser Val Tyr Glu Asn Asn Tyr Leu Ser

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 56

<210> 57
<211> 11
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 57

5

10

Gly Ala Ser Thr Leu Asp Ser

1

5

Ala Gly Val Tyr Asp Asp Asp Ser Asp Asp Ala
5 10

1

63

Gly

Thr

Leu

Len

Asn

80

Asp

Cys



ES 2610607 T3

<210> 58

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 58

Ala Tyr Tyr Met Asn
1 5
<210> 59
<211>16
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 59

Phe Ile Thr Leu Asn Asn Asn Val Ala Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly

20

25

30

35

40

1 5 10 15

<210> 60

<211>12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 60

Ser Arg Gly Trp Gly Ala Met Gly Arg Leu Asp Leu
1 5 10

<210> 61

<211> 369

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 61
atggacacga gggoccecac teagetgetyg gggetectge tgotetgget cecaggtgee €0
atatgtgace ctgtgetgac ¢cagactoca tetccegtat ctgeacctgt gggaggeaca 120
gtcagcatca gttgccagge cagtcagagt gtttatgaga acaactattt atcctggttt 180
cagcagaaac cagggcagcc tcccaagctc ctgatctatg gtgcatccac tctggattct 240
ggggtcccat cgeggttcaa aggecagtgga tctgggacac agttcactct caccattaca 300
gacgtgcagt gtgacgatge tgecacttac tattgtgcag gegtttatga tgatgatagt 360
gatgatgee 369

<210> 62

<211> 378

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 62

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
gagcagctga
tgcacagect
gggaaggggc
tgggecgaaag

agtececgacac

ggetgegety
aggagtccgg
ctggattctc
tggaatggat
gccgattcac

cegaggacac

ES 2610607 T3

getteteoctyg
aggaggcctyg
cctcaatgee
cggattcatt
cttctccaaa

ggccacctat

gtggetgtge
gtaacgcctg
tactacatga
actctgaata
acctcgacca

ttetgtgesa

atgggteggt tggatcte

<210> 63

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 63
caggccagtc agagtgttta tgagaacaac tatttatcc 39

<210> 64

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 64
ggtgcatcca ctctggattc t 21

<210> 65

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 65
gcaggcgttt atgatgatga tagtgatgat gcc 33

<210> 66

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 66
gcctactaca tgaac 15

<210> 67

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 67
ttcattactc tgaataataa tgtagcttac gcgaactggg cgaaaggc 48

<210> 68

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 68
agtcgtggct ggggtgcaat gggtcggttg gatctc 36

<210> 69

<211>122
<212> PRT

65

tecaaaggtgt
gaggaaccet
actgggtocy
ataatgtagc
cggtggatct

ggagtegtygg

ccagtgteag
gacactcace
ccaggctcca
ttacgcgaac
gaaaatgacc

ctggggtgca

&0

120

180

240

300

360

378



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 69

Met

1

Leu

Val

Gln

Gly

Gly

Leu

Ala

<210> 70
<211>122
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

Val

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

35

Val

Pro

Pro

Ile

Gly
115

Arg

Ala

20

Ala

Asp

Pro

Ser

Ser

100

Phe

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 70

Ala

Thr

Val

Asp

Lys

Arg

85

Asp

Ser

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Aszsn

Tyr

70

Phe

Leu

Gly

Thr

Ala

Gly

Aszsn

53

Leu

Lys

Glu

Asn

Gln

Gln

Thr

40

Trp

Ile

Gly

Cys

Ile
120

66

Leu

Val

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp

105

Phe

Leu

10

Leu

Thr

Gly

Ser

Gly
90

Asp

Ala

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Leu

Gln

Asn

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Thr

Thr

Thr

Leu

Pro

30

Gln

Gln

Leu

Gln

Tyr
110

Leu
15

Ser

Ala

Lys

Ala

Phe

95

Tyr

Trp

Pro

Ser

Arg

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Gly

Ser

Trp
65

Ala

Arg

<210> 71
<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Thr

Tyr

30

Ile

Lys

Ile

Gly

Thr

Cys

Pro

35

Ala

Gly

Gly

Thr

Gly
115

Gly

Gln

20

Leu

Met

Ile

Arg

Ser

100

Pro

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 71

<210>72
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Ser

Ile

Phe

85

Pro

Gly

ES 2610607 T3

Arg

Val

Leu

Trp

Gly

70

Thr

Thr

Aszsn

Trp

Glu

Thr

Val

35

Gly

Ile

Thr

Gly

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Phe

Ser

Glu

Gly
120

Leu

Ser

25

Thr

Gln

Gly

Lys

Asp

105

Asp

Leu
10

Gly

Val

Ala

Thr

Thr

80

Thr

Ile

Val

Gly

Ser

Pro

Thr

75

Ser

Ala

Ala

Arg

Gly

Gly

Tyr

Thr

Thr

Val

Leu

Phe

45

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Leu

Val

30

Ser

Gly

Ala

Val

Phe
110

Lys
15

Thr

Leu

Leu

Thr

Asp
85

Cys

Gln Ala Ser Gln Ser Val Asp Asp Asn Asn Trp Leu Gly
10

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 72

<210> 73
<211>10
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 73

5

Ser Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1

67

5

Gly

Pro

Ser

Glu

Trp
80

Leu

Ala
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15

20

25

30

35

40

45

ES 2610607 T3

Ala Gly Gly Phe Ser Gly Asn Ile Phe Ala

1

<210> 74

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 74

<210> 75

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 75

1

<210> 76

<211>9

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 76

5

Ser Tyr Ala Met Ser

1

5

10

Ile Ile Gly Gly Phe Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala Lys Gly
5

10 15

Gly Gly Pro Gly Asn Gly Gly Asp Ile

1

<210> 77

<211> 366

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 77

atggacacga
acatttgccc
gtcaccatca
cageagaaac
ggggtcccat
gacctggagt

tttgect

gggeccceac
aagtgctgac
actgccagge
gagggcagcc
cgeggttoeaa

gtgacgatgc

<210> 78

<211> 366

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 78

tcagctgetg
ccagactcca
cagtcagagt
teccaagtac
aggcagtgga

tgccacttac

5

gggctectge
tcgectgtgt
gttgatgata
ctgatcotatt
tetgggacac

tactgtgcag

68

tgectctgget
ctgcagctgt
acaactggtt
ctgeateocac

agttcactet

gcggttttag

cccaggtgcee
gggaggcaca
aggctggtat
tetggeatet
caccatcage

tggtaatatc

60

120

180

240

300

360

366



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
teggtggagyg
acagtetctg

aaggggetgg

gcgaaaggcc

ccgacaaccg

ggctgegetg
agtceggggg
gcttoteoct
agtggatcgyg

gattcaccat

aggacacgge

ES 2610607 T3

gcttctectg
tegectggtce
cagtagctat
aatcattggt

cteccaaaacc

cacctatttc

gtegetgtge
acgcctggga
geaatgagot
ggttttggta

tcgaccacgyg

tgtgccagag

gacatc

<210>79

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 79

caggccagtc agagtgttga tgataacaac tggttaggc 39

<210> 80

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 80
tctgcatcca ctctggceatc t

<210> 81

<211> 30

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 81
gcaggcggtt ttagtggtaa tatctttgct

<210> 82

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 82
agctatgcaa tgagc

<210> 83

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 83

21

30

15

atcattggtg gttttggtac cacatactac gcgacctggg cgaaaggce 48

<210> 84

<211> 27

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 84
ggtggtcctg gtaatggtgg tgacatc

<210> 85
<211>122
<212> PRT

27

69

tcaaaggtgt

cacccctgac

gggtccgeca

ccacatacta

tggatctgag

gtggtectyg

ccagtgtcag
actcacctge
ggctcocagga
cgogacctgg

aatcaccagt

taatggtggt

60

120

180

240

300

360

366



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 85

<210> 86
<211> 12

Met

Leu

Val

Gln

Gln

65

val

Thr

Gly

8

<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 86

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Pro

Pro

Ile

Gly

Thr

Gly

Val

35

val

Pro

Asp

Ser

Tyr
115

Arg

Ala

20

Pro

Tyr

Lys

Arg

Gly

100

Asp

Ala

Thr

Val

Asn

Leu

Phe

85

val

Asp

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Asn

Leu

70

Ser

Gln

Asp

Thr

Ala

Gly

Phe

55

Ile

Gly

Cys

Ala

Gln

Ala

Thr

40

Leu

Tyr

Ser

Asp

Asp
120

70

Leu

Val

25

val

Ser

Gln

Gly

Asp

105

Asn

Leu

10

Leu

Thr

Trp

Ala

Ser
50

Ala

Ala

Gly

Thr

Ile

Tyr

Ser

75

Gly

Ala

Leu

Gln

Lys

Gln

60

Lys

Thr

Thr

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Leu

Gln

Tyr

Leu

Pro

30

Gln

Lys

Ala

Phe

Tyr
110

Leu

15

Ser

Ser

Pro

Ser

Thr

25

Cys

Trp

Pro

Ser

Gly

Gly

a0

Leu

Leu



10

15

20

25

ES 2610607 T3

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp Leu

Val Gln Cys Gln Ser Val Glu Glu
20

Gly Thr Prc Leu Thr Leu Thr Cys
35 40

Asp Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg
50 55

Trp Ile Gly Ile Ile Tyr Ala Gly

Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile

85

Leu Lys Ile Thr Ser Prce Thr Thr

Leu

Ser

25

Thr

Gln

Ser

Ser

Glu
105

Gly

Leu

10

Gly

Val

Ala

Gly

Lys

90

Asp

Asp

Val

Gly

Ser

Pro

Ser

75

Thr

Thr

Phe

Ala

Arg

Gly

Gly

60

Thr

Ser

Ala

Asp

Val

Leu

Ile

45

Lys

Trp

Thr

Thr

Arg
125

Leu

Val

30

Asp

Gly

Tyr

Thr

Tyr
110

Leu

Tyr Asn Asn Phe Leu Ser

10

Gln Ala Ser Lys Leu Ala Ser

100
Ala Arg Asp Gly Tyr Asp Asp Tyr
115 120
<210> 87
<211>12
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 87
Gln Ser Ser Gln Ser Val
1 5
<210> 88
<<211>7
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 88
1
<210> 89
<211> 11
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 89

71

5

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Ala

Val

95

Phe

Asp

Gly

Pro

Ser

Glu

Ser

a0

Asp

Cys

Leu



ES 2610607 T3

Leu Gly Gly Tyr Asp Asp Asp Ala Asp Asn Ala
1 5 10

<210> 90
<211>5
5 <212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 90

Asp Tyr Ala Met Ser
10 1 5

<210> 91
<211> 17
<212> PRT
15 <213> Oryctolagus cuniculus

<400> 91

Ile Tle Tyr Ala Gly Ser Gly Ser Thr Trp Tyr Ala Ser Trp Ala Lys

Gly

20

<210> 92

<211>14

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus
25

<400> 92

Asp Gly Tyr Asp Asp Tyr Gly Asp Phe Asp Arg Leu Asp Leu
1 5 10

30 <210> 93
<211> 366
<212> ADN
<213> Oryctolagus cuniculus

35 <400> 93

atggacacga gggcccecac tcagetgetg gggetcctge tgetcotgget cocaggtgec 60
acatttgeag cdgtgetgad ccagacacca togdeogtgt ctgtacctgt gggaggeaca 120
gtdadeatca agtgocagtd cagteagagt gtttataata atttettate gtggtatcag 180
cagaaaccag ggcagcctce caagetcctyg atctaccagg catccaaact ggcatctggg 240
gtcccagata ggttcagegy cagtggatct gggacacagt tcactctcac catcagegge 300
gtgcagtgtg acgatgctgce cacttactac tgtctaggeg gttatgatga tgatgetgat 340

aatget 366

<210> 94
40 <211> 384
<212> ADN

72
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15

20

25

30

35

40

45

50

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 94

ES 2610607 T3

atggagactyg
teggtggagyg
acagtctctyg
aaggggctgyg
tgggcgaaag
agtccgacaa

ggtgattteg

ggctgegetg
agtccggggyg
gaatcgacct
aatggatcgg
goecgattcac
ccgaggacac

atcegattgga

getteteetyg gtegetgtge
tegectggte acgectggga
cagtgactat gcaatgagct
aatcatttat gctggtagtg
catctccaaa acctcgacca
ggecacctat ttetgtgeca

tete

<210> 95

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 95

cagtccagtc agagtgttta taataatttc ttatcg

<210> 96

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 96
caggcatcca aactggcatc t

<210> 97

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 97
ctaggcggtt atgatgatga tgctgataat gct

<210> 98

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 98
gactatgcaa tgagc

<210> 99

<211> 51

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 99

36

21

33

15

atcatttatg ctggtagtgg tagcacatgg tacgcgagct gggcgaaagg c 51

<210> 100

<211> 42

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 100

gatggatacg atgactatgg tgatttcgat cgattggatc tc =~ 42

73

tcaaaggtgt
cacecetgac
gggtccgceca
gtagcacatg
cggtggatct

gagatggata

ccagtgtcag
gctecacctge
ggctccaggg
gtacgcgage
gaaaatcacc

cgatgactat

60

120

180

240

300

360

384



10

15

<210> 101
<211>122
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 101

ES 2610607 T3

Met Asp Thr Arg Ala Pro Thr Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

1

5

10

15

Leu Pro Gly Ala Arg Cys Ala Tyr Asp Met Thr Gln Thr Pro Ala Ser

Val

Gln

Arg
65

Ser

Ile

Gly

<210> 102
<211> 125
<212> PRT

Ser

Ser

50

Pro

Ser

Ser

Tyr

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Asp

Ser
115

20

Ala

Asn

Leu

Phe

Leu

100

Leu

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 102

Val

Asn

Leu

Lys

85

Glu

Arg

Gly

Glu

Ile

70

Gly

Cys

Asn

Gly

Leu

55

Tyr

Ser

Ala

Ile

Thr

40

Ser

Arg

Gly

Asp

Asp
120

74

25

Val

Trp

Ala

Ser

Ala

105

Asn

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

Ile

Gln

Thr

75

Thr

Thr

Lys

Gln

&0

Leu

Glu

Tyr

Cys

45

Lys

Ala

Phe

Tyr

30

Gln Ala

Ser Gly

Ser Gly

Thr Leu

95

Cys Gln
110

Ser

Gln

Val

g0

Thr

Gln



10

15

20

25

Met

Val

Gly

Aszsn

Trp

65

Ala

Lys

<210> 103
<211> 11
<212> PRT

Glu

Gln

Thr

Tyr

50

Ile

Ile

Met

Asp

Thr

Cys

Pro

35

Tyr

Gly

Gly

Thr

Asp

Gly

Gln

20

Leu

Met

Met

Arg

Ser

100

Ser

115

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 103

<210> 104
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Thr

Ile

Phe

85

Leu

Ser

ES 2610607 T3

Arg

Leu

Leu

Trp

Tyr

70

Thr

Thr

Asp

Trp

Glu

Thr

Val

53

Gly

Ile

Ala

Trp

Leu Leu Leu Val Ala
10

Glu Ser Gly Gly Arg
25

Cys Thr Ala Ser Gly
40

Arg Gln Ala Pro Gly
60

Ser Asp Glu Thr Ala
75

Ser Lys Thr Ser Thr
90

Ala Asp Thr Ala Thr
105

Asp Ala Lys Phe Asn

120

Val

Leu

Phe

45

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Leu

Leu

Val

30

Ser

Gly

Ala

Val

Phe
110

125

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Asn Asn Glu Leu Ser

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 104

<210> 105
<211> 12
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 105

5

10

Arg Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1

5

75

Ser

15

Thr

Leu

Leu

Asn

Asp

95

Cys

Gly

Pro

Ser

Glu

Trp
80

Leu

Ala
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15

20

25

30

35

40

45

ES 2610607 T3

Gln Gln Gly Tyr Ser Leu Arg Asn Ile Asp Asn Ala

1 5

<210> 106

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 106

10

Asn Tyr Tyr Met Thr

1

<210> 107

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 107

Met Ile Tyr Gly Ser Asp Glu Thr Ala Tyr Ala Asn Trp Ala Ile Gly

5

1 S 10 15

<210> 108

<211>12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 108

Asp Asp Ser Ser Asp Trp Asp Ala Lys Phe Asn Leu
1 5 10

<210> 109

<211> 366

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 109
atggacacga gggceccccac tcagetgetg gggetectge tgeteotgget cecaggtgee
agatgtgecet atgatatgac ccagactcca gecteggtgt ctgeagetgt gggaggcaca
gtcaccatca aatgeccagge cagtcagage attaacaatg aattatectg gtatcageag
aaatcagggc agcgtcccaa gectcctgatc tatagggcecat ccactctgge atctggggtc
tcatcgcggt tcaaaggcag tggatctggg acagagttca ctctcaccat cagcgacctg
gagtgtgecg atgctgceccac ttactactgt caacagggtt atagtctgag gaatattgat
aatget

<210> 110

<211> 375

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 110

76

60

120

180

240

300

360

366
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15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
tegetggagy
acagcctctg
aaggggctyy
gocgataggee

ctgacageeg

ggetgegety
agtccggggg
gattctocet
aatggatcgg
gattcaccat

cggacacgge

ES 2610607 T3

gettetoctyg
tegectggte
cagtaactac
aatgatttat
ctccaaaacc

cacctatttc

gtegetgtge
acgoctggga
tacatgacct
ggtagtgatg
tcgaccacgyg

tgtgecagag

goaaaattta acttg

<210> 111

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 111
caggccagtc agagcattaa caatgaatta tcc

<210> 112

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 112
agggcatcca ctctggcatc t

<210> 113

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 113
caacagggtt atagtctgag gaatattgat aatgct

<210> 114

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 114
aactactaca tgacc

<210> 115

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 115

33

21

36

15

atgatttatg gtagtgatga aacagcctac gcgaactggg cgataggc 48

<210> 116

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 116
gatgatagta gtgactggga tgcaaaattt aacttg

<210> 117
<211> 109
<212> PRT

36

77

teteaggtgt
caccectgac
gggtccgeca
aaacagccta
tggatctgaa

atgatagtag

ccagtgteag
actcacetge
ggctecaggy
cgcgaactgg
aatgaccagt

tgactgggat

60
120
180
240
300
360

375
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<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 117

Glu Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Tyr Met Thr Trp
35

Gly Met Ile Tyr
50

Gly Arg Phe Thr

65

Gln Met Asn Ser

Arg Asp Asp Ser
100

<210> 118
<211> 109
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 118

Val

Ser

Val

Gly

Ile

Leu
85

Ser

ES 2610607 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Arg

Asp

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Arg

Ala

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Glu

Asp

Glu

Asp

78

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala
105

Gly

10

Gly

Gly

Ala

Ser

Thr
50

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

Val

Ser

Gly

Ala

60

Asn

Val

Asn

Gln

Leu

Leu

45

Asn

Thr

Tyr

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Trp

Leu

Tyr

Gly
15

Asn

Trp

Ala

Tyr

Cys
85

Gly

Tyr

Val

Tle

Leu

80

Ala



10

Glu

Ser

Tyr

Gly

Gly

65

Gln

Arg

<210> 119

<211> 100
<212> PRT

vVal

Leu

Met

Met

50

Arg

Met

Asp

Gln

Arg

Thr

33

Ile

Phe

Asn

Asp

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Ser
100

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 119

Asp
1

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Asp

Ile

<210> 120

Ile

Arg

Ser

Arg

50

Gly

Asp

Asp

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Aszsn

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala
100

vVal

Ser

Val

Gly

Ile

Leu

85

Ser

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr
85

ES 2610607 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Arg

Asp

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Arg

Ala

Trp

Ser

Cys

Lys

Ala

53

Phe

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Glu

Asp

Glu

Asp

Pro

Gln

Pro

Ser

Thr

Cys

79

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly

10

Gly

Gly

Ala

Ser

Thr
80

Lys

Thr

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
80

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

Leu

Gln

Ala

Fro

Ile

75

Gly

Val

Ser

Gly

Ala

60

Asn

Val

Asn

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Gln

Leu

Leu

45

Asn

Thr

Tyr

Len

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Ser

Aszn

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Gly
15

Asn

Trp

Ala

Tyr

Cys
85

Val

15

Aszn

Leu

Ser

Gln

Arg
85

Gly

Tyr

Val

Ile

Leu

a0

Ala

Gly

Glu

Ile

Gly

Pro

80

Asn
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15

20

25

30

<211> 16
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 120

ES 2610607 T3

Ile Ile Tyr Gly Ser Asp Glu Thr Ala Tyr Ala Thr Ser Ala Ile Gly

1

<210> 121
<211> 16
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 121

Met Ile Tyr
1

<210> 122
<211>123
<212> PRT

Gly

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 122

Met Asp Thr
1

Leu Pro Gly

Val Ser Ala
35

Gln Ser Val
50

Gly Gln Pro

Gly Val Pro

Leu Thr Ile

Leu Gly Gly
115

<210> 123
<211>128
<212> PRT

Ala

20

Ala

Gly

Pro

Ser

Ser

100

Tyr

<213> Oryctolagus cuniculus

5

Ser Asp Glu Thr Ala

5

Ala

Thr

Val

Asn

Lys

Arg

85

Gly

Asp

Pro

Phe

Gly

Asn

Leu

70

Phe

Val

Asp

Thr

Ala

Gly

Gln

53

Leu

Ser

Gln

Asp

Gln

Ala

Thr

40

Asp

Ile

Gly

Cys

Ala
120

80

Leu

Val

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp

105

Asp

10

Tyr Ala Asn Ser Ala

10

Leu

10

Leu

Thr

Ser

Glu

Gly

80

Asp

Asn

Gly

Thr

Ile

Trp

Ile

75

Ser

Ala

Ala

Leu

Gln

Ser

Phe

60

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Lys

Thr

Thr

Leu

Fro

30

Gln

Gln

Leu

His

Tyr
110

15

Ile
15

Leu

15

Ser

Ser

Arg

Glu

Phe

85

Tyr

Gly

Trp

Fro

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

<400> 123

Met

1

Val

Gly

Ser

Trp

Ala

Lys

Arg

<210> 124

<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Thr

Arg

30

Ile

Lys

Ile

Leu

Thr

Cys

Pro

35

Thr

Gly

Gly

Thr

Gly
115

Gly

His

20

Leu

Met

Tyr

Arg

Ser

100

Asp

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 124

<210> 125
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Ser

Ile

Phe

85

Pro

Thr

ES 2610607 T3

Arg

Val

Leu

Trp

Trp

Thr

Thr

Gly

Trp

Glu

Thr

Val

35

Ser

Ile

Thr

Gly

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Gly

Ser

Glu

His
120

Leu

Ser

25

Thr

Gln

Gly

Lys

Asp

105

Ala

Leu

10

Gly

Val

Ala

Ser

Thr

80

Thr

Tyr

Val

Gly

Ser

Fro

Thr

75

Ser

Ala

Ala

Ala

Arg

Gly

Gly

60

Tyr

Thr

Thr

Thr

Val

Leu

Phe

45

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Arg
125

Leu

Val

30

Ser

Gly

Ala

Val

Phe

110

Leu

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Thr

Asp

95

Cys

Asn

Gln Ser Ser Gln Ser Val Gly Asn Asn Gln Asp Leu Ser

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 125

<210> 126
<211> 11
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 126

Glu Ile Ser Lys Leu Glu Ser

1

81

5

10

Gly

Pro

Ser

Glu

80

Leu

Ala

Leu



ES 2610607 T3

Leu Gly Gly Tyr Asp Asp Asp Ala Asp Asn Ala
1 5 10

<210> 127

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 127

Ser Arg Thr Met Ser
1 5

<210> 128

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 128

Tyr Ile Trp Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala Lys Gly
1 5 10 15

<210> 129

<211> 15

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 129

Leu Gly Asp Thr Gly Gly His Ala Tyr Ala Thr Arg Leu Asn Leu
1 5 10 15

30

35

40

45

<210> 130
<211> 369
<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 130

atggacacga
acatttgcag
gtcaccatca
cagcagagac
ggggtcecat
ggegtacagt
gataatgct
<210> 131

<211> 384
<212> ADN

gggcccoccac
ccgtgetgac
gttgccagtce
cagggeageo
cgeggttcag

gtgacgatge

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 131

tcagctgetg
ccagacacca
cagtcagagt
tcecaagete
cggceagtgga

tgecacttac

gggctectge
tcacccgtgt
gttggtaata
ctgatetacyg
tetgggacac

tactgtctag

82

tgctectgget
ctgcagctgt
accaggactt
aaatatccaa
acttecactet

goeggttatga

cccaggtgcce
gggaggcaca
atcctggttt
actggaatct
caccatcage

tgatgatget

60

120

180

240

300

360

369
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15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactyg
tocggtggagy
acagtctctg
aaggggctgy
gegaaaggeoe
cegacaaccyg

gettatgeta

ggctgegetyg
agtccggggy
gattctcect
agtggatcgy
gattecaccat
aggacacgge

ctegettaaa

<210> 132

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 132

cagtccagtc agagtgttgg taataaccag gacttatcc

<210> 133

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 133
gaaatatcca aactggaatc t

<210> 134

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 134
ctaggcggtt atgatgatga tgctgataat get

<210> 135

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 135
agtcgtacaa tgtcc

<210> 136

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 136

ES 2610607 T3

gettetectyg
tcgectggte
cagtagtcgt
atacatttgg
ctecaaaace
cacctattte

tete

gtegetgtyge
acgcctggga
acaatgtcct
agtggtggta
tegaccacyy

tgtgecagat

39

21

33

15

tacatttgga gtggtggtag cacatactac gcgacctggg cgaaaggce 48

<210> 137

<211> 45

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 137

ttgggcgata ctggtggtca cgcttatget actcgcttaa atctc 45

<210> 138
<211>123
<212> PRT

83

tecaaaggtgt

cacccctgac
gggtccgeea
gcacatacta
tggatcetgaa

tgggegatac

ccagtgteae
actcacctge
ggctccaggy
cgcgacctgyg
aatcaccagt

tggtggtcac

60
120
180
240
300
360

384



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 138

Met Asp Thr
1

Leu Pro Gly

Val Ser Ala
35

Gln Ser Val
50

Gly Gln Pro
65

Gly Ala Pro

Leu Thr Ile

Arg

Ala

20

Ala

Tyr

Pro

Ser

Ser
100

Ala

Thr

Val

Ser

Lys

Arg

85

Gly

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Aszsn

Leu

70

Phe

Val

Thr

Ala

Gly

Lys

35

Leu

Ser

Gln

Gln

Ala

Thr

40

Tyr

Ile

Gly

Cys

Leu

Val

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Leu
10

Leu

Ser

Ala

Trp

Gly
90

Gly

Thr

Ile

Trp

Thr

75

Ser

Asp Asp Ala

105

Leu

Gln

Ser

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Lys

Thr

Thr

Leu

Pro

30

Gln

Gln

Leu

Gln

Tyr
110

Leu Gly Ala Tyr Asp Asp Asp Ala Asp Asn Ala
115

<210> 139
<211> 126
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 139

84

120

Leu

15

Ser

Ser

Lys

Ala

Phe

95

Tyr

Trp

Ser

Ser

Fro

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Asp

Gly

Trp

65

Ala

Leu

Val

<210> 140

<211>13
<212> PRT

Glu

Gln

Glu

Gly

30

Ile

Lys

Lys

Arg

Thr

Cys

Thr

35

Tyr

Gly

Gly

Met

Ser
115

Gly

Gln

20

Leu

Met

Ile

Arg

Thr

100

Leu

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 140

<210> 141
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Thr

Ser

Phe

85

Ser

Lys

ES 2610607 T3

Arg

Val

Leu

Trp

Tyr

70

Thr

Leu

Tyr

Trp

Glu

Thr

Val

35

Asp

Ile

Thr

Pro

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Ser

Ser

Thr

Thr
120

Leu Leu Val

Ser Gly Gly
25

Thr Ala Ser

Gln Ala Pro

Gly Ser Thr
75

Lys Thr Ser
90

Glu Asp Thr
105

Val Thr Ser

Ala

Arg

Gly

Gly

60

Tyr

Ser

Ala

Asp

Val

Leu

Phe

45

Lys

Tyr

Thr

Thr

Asp
125

Leu

Val

30

Ser

Gly

Ala

Thr

Tyr

110

Leu

Lys

15

Lys

Leu

Leu

Ser

Val

95

Phe

Gln Ser Ser Gln Ser Val Tyr Ser Asn Lys Tyr Leu Ala

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 141

<210> 142
<211> 11
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 142

5

10

Trp Thr Ser Lys Leu Ala Ser

1

5

Leu Gly Ala Tyr Asp Asp Asp Ala Asp Asn Ala

1

5

85

10

Gly

Pro

Glu

Glu

Trp

80

Asp

Cys



10

15

20

25

30

35

40

<210> 143

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 143

<210> 144

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 144

ES 2610607 T3

Gly Gly Tyr Met Thr

1

5

Ile Ser Tyr Asp Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly

1 5 10 15
<210> 145
<211>12
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 145
Ser Leu Lys Tyr Pro Thr Val Thr Ser Asp Asp Leu
1 5 10
<210> 146
<211> 369
<212> ADN
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 146
atggacacga gggcccccac tcagectgctg gggctcctge tgetctgget cccaggtgoco
acatttgcag cegtgetgace ccagacacca togtcocgtgt ctgcagetgt gggaggcaca
gtcageatca gttgecagte cagtecagagt gtttatagba ataagtacet agectggtat
cagcagaaac cagggeagec tceccaagete ctgatctact ggacatccaa actggeatcet
ggggccccat cacggttcag cggcagtgga tctgggacac aattcactcet caccatcage
ggcgtgcagt gtgacgatgce tgccacttac tactgtctag gogettatga tgatgatget

gataatget

<210> 147

<211> 378

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 147

86

60

120

180

240

300

360

369
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15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
teggtggaag
acagectetyg
aagggactgyg
gogaaaggec

agtctgacaa

ggctgegectg
agtedggggyg
gattetocet
aatggategg
gattcaccat

ccgaggacac

gttacttctg atgacttg

<210> 148

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 148

ES 2610607 T3

gektcteectg
tegectggte
ggagggcgge
aatcagttat
ctccaagacc

ggccacctat

cagtccagtc agagtgttta tagtaataag tacctagcc

<210> 149

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 149
tggacatcca aactggcatc t

<210> 150

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 150
ctaggcgctt atgatgatga tgctgataat gct

<210> 151

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 151
ggcggctaca tgacc

<210> 152

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 152

gtogetgtge
aagectgacy
tacatgacet

gatagtggta
tecgbtecgacca

ttckgegtca

39

21

33

15

atcagttatg atagtggtag cacatactac gcgagctggg cgaaaggce 48

<210> 153

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 153

tcactaaaat atcctactgt tacttctgat gacttg

<210> 154
<211> 123
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

36

87

tcaaaggtgt

aaacccotgas
ggatecgeca
geacatacta

cggtggatct

gatcactaaa

ccagtgtcag
acteacctge
ggcteecagygyg
cgegagetgg
gaaaatgacc

atatcctact

60

120

180

240

300

360

378



10

<400> 154

Met
1

Leu

Val

Gln

Gly
65

Gly

Leu

Leu

<210> 155
<211> 129
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

val

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

35

Val

Pro

Pro

Ile

Gly
115

Arg

Ala

20

Ala

Tyr

Pro

Ser

Ser

100

Tyr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 155

Ala

Thr

Val

Asn

Lys

Arg

Gly

Asp

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Asn

Leu

70

FPhe

Val

Asp

Thr

Ala

Gly

Asn

53

Leu

Lys

Gln

Asp

Gln

Ala

Thr

40

Asp

Ile

Gly

Cys

Ala
120

Leu

Val

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp

105

Asp

Leu

10

Leu

Thr

Ala

Tyr

Gly

Asp

Aszn

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Ala

Leu

Gln

Ser

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Thr

Thr

Ala

Leu

Fro

30

Gln

Gln

Leu

Gln

Tyr
110

Leu

15

Ser

Ser

Lys

Ala

FPhe

85

Tyr

Trp

Fro

Ser

Pro

Ser

g0

Thr

Cys

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp Leu Leu Leu Val Ala Val Leu Lys Gly

88



10

15

20

25

Val

Gly

Ser

Trp

val

Lys

Arg

Leu

<210> 156
<211> 13
<212> PRT

Gln

Thr

Asn

50

Ile

Asn

Ile

Gly

Cys

Pro

35

Thr

Gly

Gly

Thr

Gly
115

Gln

20

Leu

Ile

Tyr

Arg

Ser

100

Tyr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 156

<210> 157
<211>7
<212> PRT

Ser

Thr

Asn

Ile

Phe

85

Pro

Ala

ES 2610607 T3

vVal

Leu

Trp

Trp

70

Thr

Thr

Ser

Glu

Thr

Val

55

Ser

Ile

Thr

Gly

Glu

Cys

40

Arg

Gly

Ser

Glu

Gly
120

Ser

25

Thr

Gln

Gly

Lys

Asp

105

Tyr

10

Gly

Val

Ala

Ser

Thr

80

Thr

Pro

Gly

Ser

Pro

Thr

75

Ser

Ala

Tyr

Arg

Gly

Gly

60

Tyr

Thr

Thr

Ala

Leu

Leu

45

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Thr
125

Val

30

Ser

Gly

Ala

Val

Phe

110

Arg

15

Thr

Leu

Leu

Ser

Asp

35

Cys

Leu

Gln Ser Ser Gln Ser Val Tyr Asn Asn Asn Asp Leu Ala

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 157

<210> 158
<211> 11
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 158

5

10

Tyr Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1

89

5

Pro

Ser

Glu

Trp

80

Leu

Ala

Asp



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 159
<211>5
<212> PRT

ES 2610607 T3

Leu Gly Gly Tyr Asp Asp Asp Ala Asp Asn Ala
10

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 159

<210> 160
<211> 16
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 160

1

<210> 161
<211> 16
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 161

5

Ser Asn Thr Ile Asn

1

5

10

Tyr Ile Trp Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp vVal Asn Gly
5 15

Gly Gly Tyr Ala Ser Gly Gly Tyr Pro Tyr Ala Thr Arg Leu Asp Len
10

1

<210> 162
<211> 369
<212> ADN

5

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 162

atggacacga
acatttgcag
gtcaccatca
cagcagaaac
ggggtcceat
ggcgtygcagt
gataatgct

<210> 163
<211> 387
<212> ADN

gggecccocac
ccgtgctgac
gttgecagte
cagggcagec
cgeggttcaa

gtgacgatgc

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 163

tcagctgetg
ccagacacca
cagtcagagt
tectaaacte
aggcagtgga

tgccgcttac

gggectectge
tcacccgtgt
gtttataata
ctgatctatt
tetgggacac

tactgtctag

90

tgctcectgget
ctgcagectgt
ataacgactt
atgeatceac
agttcactcet

gcggttatga

15

cccaggtgec
gggaggcaca
agectggtat
tctggeatet
caccatecage

tgatgatgct

60

120

180

240

300

360

369



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactyg
teggtggagg
acagtatctg
aaggggctgyg

gtgaatggtc

cegacaaccey

tatecttatg

ggctgegety
agtceggagy
gattatcoct
agtggatcgg
gattcaccat
aggacacgge

coactaggtt

ES 2610607 T3

gettetectyg
teogoctggte
cagtagcaat
atacatttgg
ctcoccaaaacc
cacctattte

ggatcte

<210> 164

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 164

cagtccagtc agagtgttta taataataac gacttagcc

<210> 165

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 165
tatgcatcca ctctggcatc t

<210> 166

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 166
ctaggcggtt atgatgatga tgctgataat get

<210> 167

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 167
agcaatacaa taaac

<210> 168

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 168

gtegetgtge
acgectggga

acaataaact

agtggtggta

tcgaccacgg

tgtgecagag

39

21

33

15

tacatttgga gtggtggtag tacatactac gcgagctggg tgaatggt 48

<210> 169

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 169

ggggagttacg ctagtggtgg ttatccttat gccactcggt tggatctc 48

<210> 170
<211>123
<212> PRT

91

teaaaggtgt
caceectgac
gggtccgcca
gtacatacta
tggatctgaa

ggggttacge

ccagtgteag
actcacctge
ggctccaggyg
cgcgagcetgg
aatcaccagt

tagtggtggt

60

120

180

240

300

360

387



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 170

Met
1

Leu

vVal

Gln

Gly

65

Gly

Leu

Leu

<210> 171

<211>123
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

val

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

35

Val

Arg

Pro

Ile

Asp
115

Arg

Ala

20

Ala

Tyr

Pro

Ser

Ser

100

Tyr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 171

Ala

Thr

Val

Asn

Lys

Arg

85

Gly

Asp

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Asn

Leu

70

Phe

VvVal

Asp

Thr

Ala

Gly

Asp

55

Leu

Lys

Gln

Asp

Gln

Ala

Thr

40

Tyr

Ile

Gly

Cys

Ala
120

92

Leu

Val

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp

105

Asp

Leu

10

Leu

Thr

Ser

Gly

Gly

90

Asp

Asn

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Thr

Leu

Gln

Asn

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Lys

Lys

Thr

Leu

Pro

30

Gln

Gln

Leu

Gln

Tyr
110

Leu

15

Ser

Ser

Arg

Ala

Phe

95

Tyr

Trp

Ser

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Gly

Thr

Glu
65

Trp

Asp

Cys

<210> 172
<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Thr

Asn
50

Trp

Ala

Leu

Ala

Thr

Cys

Pro

35

Tyr

Ile

Lys

Lys

Arg
115

Gly

Gln

20

Leu

Tyr

Gly

Gly

Met

100

Aszsn

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 172

<210> 173
<211>7
<212> PRT

Gln Ser Ser

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 173

<210> 174
<211> 11
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 174

Leu

Ser

Thr

Leu

Ile

Arg

85

Thr

Tyr

ES 2610607 T3

Leu

Leu

Ser

Ile

70

Phe

Ser

Gly

5

Trp

Glu

Thr

Trp

35

Tyr

Thr

Pro

Gly

Leu

Glu

Cys

40

Val

Pro

Ile

Thr

Asp
120

Leu

Ser

25

Thr

Arg

Ser

Ser

Thr

105

Glu

Leu
10

Gly

Val

Gln

Gly

Lys

80

Glu

Ser

Val

Gly

Ser

Ala

Aszn

75

Thr

Asp

Leu

10

Ala

Arg

Gly

Pro
60

Thr

Ser

Thr

Gly Ala Ser Lys Leu Ala Ser

1

93

5

Val

Leu

Phe

45

Gly

Tyr

Ser

Ala

Leu

Val

30

Thr

Lys

Cys

Thr

Thr
110

Lys
15

Thr

Leu

Gly

Ala

Thr

85

Tyr

Gln Ser Val Tyr Asn Asn Asp Tyr Leu Ser

Gly

Pro

Ser

Leu

Lys

g0

Val

Phe



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 175
<211>6
<212> PRT

ES 2610607 T3

Leu Gly Asp Tyr Asp Asp Asp Ala Asp Asn Thr
10

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 175

<210> 176
<211> 16
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 176

5

Thr Asn Tyr Tyr Leu Ser

1

5

Ile Ile Tyr Pro Ser Gly Asn Thr Tyr Cys Ala Lys Trp Ala Lys Gly

1

<210> 177
<211>8
<212> PRT

5

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 177

<210> 178
<211> 369
<212> ADN

Asn Tyr Gly Gly Asp Glu Ser Leu

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 178

atggacacga
acatttgcag
gtcaccatca
caacagagge
ggggtceocgt
ggcgtgcagt

gataatact

<210> 179
<211> 369
<212> ADN

gggcccecac
ccgtgectgac
attgccagtce
cagggcaacqg

cacggttcaa

gtgacgatgc

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 179

tcagcectgetg
ccagacacca
cagtcagagt
tecceaagete
aggcagtgga

tgccacttac

10

5

gggctectge
tccteocgtgt
gtttataata
ctaatctatg
totgggaaac

tactgtctgg

94

tgctctgget
ctgcagctgt
acgactactt
gtgetteecaa
agtttactet

gcgattatga

15

cccaggtgec
gggaggcaca
atcctggtat
actggeatet
caccateage

tgatgatgct

60

120

180

240

300

360

369



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
tegetggagg
acagtctetg
gggaaggggce

tgggcgaaag

accagtccga

ggctgegetg
agtceggggg
gattcaccet
tagaatggat

gecgattcac

caaccgagga

gaaagtttg

<210> 180

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 180

cagtccagtc agagtgttta taataacgac tacttatcc

<210> 181

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 181
ggtgcttcca aactggcatc t

<210> 182

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 182
ctgggcgatt atgatgatga tgctgataat act

<210> 183

<211>18

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 183
accaactact acctgagc

<210> 184

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 184

ES 2610607 T3

gcttetectg
tegoctggte
cagtaccaac
cggaatcatt

catctccaaa

cacagccacyg

gtegetgtge
acgcctggga
tactacctga
tatectagtyg

acctegtega

tatttctgtyg

39

21

33

18

atcatttatc ctagtggtaa cacatattgc gcgaagtggg cgaaaggce 48

<210> 185

<211> 24

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 185
aattatggtg gtgatgaaag tttg

<210> 186
<211> 119
<212> PRT

24

95

tcaaaggtgt

cacccctgac

getgggteoeg

gtaacacata

ccacggtgga

ccagaaatta

ccagtgtcag

actcacttge
ccaggcteca
ttgegegaag

tctgaaaaty

tggtggtgat

60

120

180

240

300

340

369



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 186

Met Asp Thr Arg
1

Leu Pro Gly Ala
20

Val Glu Ala Ala
35

Glu Thr Ile Gly
50

Pro Pro Lys Leu
65

Pr¢ Ser Arg Phe

Ile Ser Asp Leu
100

Cys Tyr Phe Gly
115

<210> 187
<211> 128
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 187

Ala

Arg

Val

Asn

Leu

Lys

85

Glu

Asp

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Ala

Ile

70

Gly

Cys

Ser

Thr

Asp

Gly

Leu

35

Tyr

Ser

Ala

Val

Gln

Val

Thr

40

Ala

Lys

Gly

Asp

96

Leu

Val

25

Val

Trp

Ala

Ser

Ala
105

Leu

10

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

80

Ala

Gly

Thr

Ile

Gln

Lys

75

Thr

Thr

Leu

Gln

Lys

Gln

60

Leu

Glu

Tyr

Leu

Thr

Cys

45

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Leu

Fro

30

Gln

Ser

Ser

Thr

Cys
110

Leu

15

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu

85

Gln

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

g0

Thr

Trp



10

15

20

25

ES 2610607 T3

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp Leu Leu Leu Val Thr

Val Gln Cys Gln Glu Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
20 25

Pro Glu Gly Ser Leu Thr Leu Thr Cys Thr Ala Ser
35 4an

Ser Ser Gly Tyr Tyr Met Cys Trp Val Arg Gln Ala
50 55 60

Leu Glu Trp Ile Ala Cys Ile Phe Thr Ile Thr Thr
65 70 75

Ala Ser Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys

83 90

Thr Val Thr Leu Gln Met Thr Ser Leu Thr Ala Ala
100 105

Tyr Leu Cys Ala Arg Gly Ile Tyr Ser Asp Asn Asn
115 120

<210> 188

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 188

Val

Gly

Gly

45

Pro

Asn

Thr

Asp

Tyr
125

Leu

Leu

30

Phe

Gly

Thr

Ser

Thr
110

Tyr

Gln Ala Ser Glu Thr Ile Gly Asn Ala Leu Ala

1 5 10

<210> 189

<<211>7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 189
Lys Ala Ser Lys Leu Ala Ser
1 5

<210> 190

<211>9

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 190

97

Lys

15

Val

Asp

Lys

Tyr

Ser

95

Ala

Ala

Gly

Gln

Phe

Gly

Tyr

80

Thr

Thr

Leu



10

15

20

25

30

35

40

Gln

<210> 191

<211>6

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 191

<210> 192

<211> 17

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 192

ES 2610607 T3

Trp Cys Tyr Phe Gly Asp Ser Val

5

Ser Gly Tyr Tyr Met Cys

1

5

Cys Ile Phe Thr Ile Thr Thr Asn Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys

10

Gly Ile Tyr Ser Asp Asn Asn Tyr Tyr Ala Leu

1
Gly
<210> 193
<211> 11
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 193
1
<210> 194
<211> 357
<212> ADN
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 194
atggacacga gggcccccac
agatgtgatg ttgtgatgac
gtcaccatca agtgccagge
aaateaggge agecteccaa
ccategeggt tcaaaggeag
gagtgtgecg atgetgecac
<210> 195
<211> 384
<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

5

tcagctgcety
ccagactcca
cagtgagacc
getectgate

tggatetggg

ttactactgt

gggctectge
gectoegtgg
attggcaatg
tacaaggeat
acagagtaca

caatggtgtt

98

10

tgctctgget
aggcagetgt
cattagecctg
ccaaactgge
cteoteaceat

attttggtga

cccaggtgee
gggaggcaca
gtatcagcag
atctggggte
cagogacctyg

tagtgtt

60
120
180
240
300

357
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15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 195

atggagactyg
gagcagetgyg
tgeacagoet
ccagggaagg
gcgagotggg
caaatgacca

tetgataata

ggctgegetg
tggagtacgg
c¢tggattoga
ggctggagtg
cgaaaggcoyg
gtctgacage

attattatge

<210> 196

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 196

ES 2610607 T3

gettotectyg
gggaggecty
ctteagtage
gatcgogtgt
attcaccatc
cgcggacacg

ottty

caggccagtg agaccattgg caatgcatta gcc

<210> 197

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 197
aaggcatcca aactggcatc t

<210> 198

<211> 27

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 198
caatggtgtt attttggtga tagtgtt

<210> 199

<211>18

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 199
agcggctact acatgtgc

<210> 200

<211> 51

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 200

gtecactgtge
gtecagectyg
ggctactaca
attttcacta
tccaagacct

gccacctatc

33

21

27

18

tgtattttca ctattactac taacacttac tacgcgagct gggcgaaagg c 51

<210> 201

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 201

gggatttatt ctgataataa ttattatgcc ttg

<210> 202

33

99

teaaaggtgt
agggatcocct
tgtgetgggt
ttactactaa
cgtcgaccac

tcoctgtgegag

ccagtgteag
gacactcace
cogocagget
cacttactac

ggtgactctg

agggatttat

60

120

180

240

300

360

384



10

15

<211> 119
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 202

Met
1

Leu

Val

Glu

Pro
65

Pro

Ile

Cys

<210> 203
<211>128
<212> PRT

Asp

Pro

Glu

Ser

50

Pro

Ser

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Gly

Phe
115

Arg

Ala
20

Ala

Gly

Leu

Phe

Val

100

Gly

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 203

Ala

Arg

Val

Asn

Leu

Ser

85

Gln

Asp

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Ala

Ile

70

Gly

Cys

Ser

Thr

Asp

Gly

Leu

55

Tyr

Ser

Ala

Val

Gln

Val

Thr

40

Ala

Lys

Gly

Asp

100

Val
25

Val

Trp

Ala

Ser

Ala
105

Leu
10

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

20

Ala

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

75

Thr

Ala

Gln

Lys

Gln

60

Leu

Glu

Tyr

Thr

Cys

45

Lys

Ala

Phe

Tyr

Pro
30

Gln

Pro

Ser

Thr

Cys
110

Leu
15

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu

95

Gln

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

80

Thr

Trp



ES 2610607 T3

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp Leu Leu Leu Val Ala Val Leu Lys Gly

Val Gln Cys Gln Gln Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys
20 25 30

Pr¢ Gly Ala Ser Leu Thr Leu Thr Cys Lys Ala Ser Gly Phe Ser Phe
35 40 45

Ser Ser Gly Tyr Tyr Met Cys Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
50 55 60

Leu Glu Ser Ile Ala Cys Ile Phe Thr Ile Thr Asp Asn Thr Tyr Tyr
65 70 75 80

Ala Asn Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Pro Ser Ser Pro
85 90 95

Thr Val Thr Leu Gln Met Thr Ser Leu Thr Ala Ala Asp Thr Ala Thr
100 105 110

Tyr Phe Cys Ala Arg Gly Ile Tyr Ser Thr Asp Asn Tyr Tyr Ala Leu
115 120 125

<210> 204

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 204

Gln Ala Ser Glu Ser Ile Gly Asn Ala Leu Ala
1 5 10

<210> 205

<<211>7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 205

Lys Ala Ser Thr Leu Ala Ser
1 5

<210> 206

<211>9

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 206

Gln Trp Cys Tyr Phe Gly Asp Ser Val
1 5

101



ES 2610607 T3

<210> 207

<211>6

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 207

Ser Gly Tyr Tyr Met Cys
1 5

<210> 208

<211> 17

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 208

Cys Ile Phe Thr Ile Thr Asp Asn Thr Tyr Tyr Ala Asn Trp Ala Lys

35

1 5 10 15
Gly
<210> 209
<211> 11
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 209
Gly Ile Tyr Ser Thr Asp Asn Tyr Tyr Ala Leu
1 5 10
<210> 210
<211> 357
<212> ADN
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 210
atggacacga gggcccecac tcagetgetg gggetectge tgctetgget cccaggtgee 60
agatgtgatg ttgtgatgac ccagacteca gectcogtgg aggeagetgh gggaggeaca 120
gtcaccatca agtgccagge cagtgagage attggcaatg cattagectg gtatcageag 180
aaaccagggc agcctcccaa gectcctgatce tacaaggcat ccactctgge atctggggte 240
ccatcgoggt tcageoggcag tggatctggg acagagttca ctctcaccat cagoeggogtg 300
cagtgtgeeg atgetgecge ttactactgt caatggtgtt attttggtga tagtgtt 357
<210> 211
<211> 384
<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 211

102
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15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
cagcagctgg
tgcaaagect
ccagggaagg

gegaactggy

caaatgacca

tctactgata

ggctgcgetg
tggagtccgg
ctggattcte
ggctggagtce
cgaaaggceyg
gtcoctgacage

attattatgc

<210> 212

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 212

ES 2610607 T3

gecttctectg gtecgetgtge
gggaggcctyg gtcaagecgyg
cttecagtage ggcectactaca
gategeatge atttttacta
attcaccate tcocaageccet
cgoggacacyg gocacctatt

cttyg

caggccagtg agagcattgg caatgcatta gcc 33

<210> 213

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 213
aaggcatcca ctctggcatc t

<210> 214

<211> 27

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 214
caatggtgtt attttggtga tagtgtt

<210> 215

<211>18

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 215
agcggctact acatgtgc

<210> 216

<211> 51

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 216

21

27

18

tgcattttta ctattactga taacacttac tacgcgaact gggcgaaagg c 51

<210> 217

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 217

gggatttatt ctactgataa ttattatgcc ttg

<210> 218
<211> 123
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

33

103

tcaaaggtgt
gggcatcect
tgtgctgggt
ttactgataa
agtegeccac

tcoctgtgcgag

ccagtgtcag
gacactcacc
cogeoeagget
cacttactac
ggtgactcetg

ggggatttat

60

120

180

240

300

360

384



10

<400> 218

Met
1

Leu

Val

Gln

Pro

65

Pro

Ile

Thr

<210> 219
<211>133
<212> PRT

Asp

Pro

Glu

Ser

50

Pro

Ser

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ala

35

Val

Lys

Arg

Asp

Gly
115

Arg

Ala

20

Ala

Ser

Leu

Phe

Leu
100

Thr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 219

Ala

Arg

Val

Ser

Leu

Lys
85

Glu

Ser

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Tyr

Ile

70

Gly

Cys

Ser

Thr

Asp

Gly

Leu

53

Tyr

Ser

Ala

Ser

Gln

Val

Thr

40

Aszsn

Arg

Gly

Asp

Tyr
120

104

Leu

Val

25

Val

Trp

Ala

Ser

Ala
105

Gly

Leu

10

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly
80

Ala

Ala

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

75

Thr

Thr

Ala

Leu

Gln

Lys

Gln

60

Leu

Glu

Tyr

Leu

Thr

Cys

45

Lys

Glu

Phe

Tyr

Leu

Pro

30

Gln

Fro

Ser

Thr

Cys
110

Leu

15

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu
85

Gln

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

vVal

Gly

Ser

Trp

63

Ala

Leu

Ala

Ala

<210> 220

<211> 11
<212> PRT

Glu

Gln

Thr

Asn

50

Ile

Lys

Lys

Arg

Gly
130

Thr

Cys

Pro

35

Ala

Gly

Gly

Ile

Asp

115

Met

Gly

Gln

20

Leu

Ile

Ile

Arg

Thr

100

Asp

Asp

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 220

<210> 221
<211>7
<212> PRT

Gln Ala

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 221

<210> 222
<211> 13
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 222

ES 2610607 T3

Leu Arg Trp Leu Leu Leu Val Ala Val

Ser Val Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu
25

Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ile
40 45

Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
55 60

Ile Ser Tyr Ser Gly Thr Thr Tyr Tyr
70 75

Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Ser Thr
85 90

Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
105

Pro Thr Thr Val Met Val Met Leu Ile
120 125

Leu

5 10

Arg Ala Ser Thr Leu Glu Ser
1 5

105

Leu

Val

30

Ser

Gly

Ala

Thr

Tyr

110

Pro

Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Asn

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Ser

Val

95

Phe

Phe

Gly

Pro

Ser

Glu

Trp

80

Asp

Cys

Gly



10

15

20

25

30

35

40

ES 2610607 T3

Gln Cys Thr Tyr Gly Thr Ser Ser Ser Tyr Gly Ala Ala
1 5 10

<210> 223

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 223

Ser Asn Ala Ile Ser
1 5

<210> 224

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 224

Ile Ile Ser Tyr Ser Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
1 5 10 15

<210> 225

<211>19

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 225

Asp Asp Pr¢ Thr Thr Val Met Val Met Leu Ile Pro Phe Gly Ala Gly
1 5 10 15

Met Asp Leu

<210> 226

<211> 369

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 226
atggacacga gggcccccac tcagetgetg gggotcctge tgctctgget cccaggtgec 60
agatgtgatg ttgtgatgac ccagactcca gecctcogtgg aggcagetgt gggaggcaca 120
gtcaccatca agtgccaggc cagtcagage gttagtaget acttaaactg gtatcagcoag 180
aaaccaggge agectcccaa getecctgate tacagggeat ccactcetgga atctggggte 240
ccatcgeggt tcaaaggecag tggatctggg acagagttca ctctcaccat cagocgacctg 300
gagtgtgecg atgeotgecac ttactactgt caatgtactt atggtactag tagtagttat 360
ggtgetget 3638

<210> 227

<211> 399

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

106



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 227

atggagactg
toggtggagy
accgtcteotg
aaggggctgyg
gogaaaggog
agtecgacaa

atggttatgt

ggctgegetg
agtcoggggy
gtatctecect
aatggatcgy
gattcaccat
cogaggacac

tgataccttt

ES 2610607 T3

gettetectg
tocgoectggte
cagtagcaat
aatcattagt
cteocaaaace
ggecacetac

tggageegge

gtegetgtge
acgcoctggga
gcaataagct
tatagtggta
tegtegacea
ttetgtgeca

atggaccte

<210> 228

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 228
caggccagtc agagcgttag tagctactta aac

<210> 229

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 229
agggcatcca ctctggaatc t

<210> 230

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 230
caatgtactt atggtactag tagtagttat ggtgctgct

<210> 231

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 231
agcaatgcaa taagc

<210> 232

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 232

33

21

39

15

atcattagtt atagtggtac cacatactac gcgagctggg cgaaaggc 48

<210> 233

<211> 57

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 233

gatgacccta cgacagttat ggttatgttg ataccttttg gagccggcat ggacctc 57

<210> 234
<211> 125

107

tcaaaggtgt

cacccctgac
gggtcocgeca
ccacatacta

cggtggatet

gagatgacece

ccagtgtcag
actcacctge
ggctccaggy
cgcgagetgyg
gaaaatcact

tacgacagtt

60
120
180
240
300
360
399



10

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 234

Met
1

Leu

Val

Gln

Gly
65

Gly

Leu

Len

<210> 235
<211> 119
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

Val

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

35

Val

Pro

Pro

Ile

Ser
115

Arg

Ala

20

Ala

Tyr

Pro

Len

Ser
100

Tyr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 235

Ala

Thr

Val

Lys

Lys

Arg

85

Asp

Asp

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Asn

Gly

70

Phe

Val

Cys

Thr

Ala

Gly

Asn

55

Leu

Ser

Gln

Ser

Gln

Gln

Thr

40

Tyr

Ile

Gly

Cys

Ser
120

108

Leu

Val

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp
105

Gly

Leu

10

Leu

Thr

Ser

Ser

Gly

90

Asp

Asp

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Cys

Leu

Gln

Asn

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Tyr

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Thr

Thr

Thr

Ala
125

Leu

Ala

30

Gln

Gln

Leu

Gln

Tyr
110

Leu

15

Ser

Ala

Lys

Asp

Phe

95

Tyr

Trp

Pro

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Glu

Ser

Trp

Trp

Thr

Cys

<210> 236

<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Gly

Tyr

50

Ile

Ala

Leu

Ala

Thr

Cys

Ser

35

Trp

Ala

Lys

Gln

Lys
115

Gly

Gln

20

Leu

Met

Cys

Gly

Met

100

Ala

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 236

<210> 237
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Cys

Ile

Arg

85

Thr

Tyr

ES 2610607 T3

Arg

Leu

Leu

Trp

Val

70

Phe

Ser

Asp

Trp

Glu

Thr

Val

55

Thr

Thr

Leu

Leu

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Gly

Ile

Thr

Leu

Ser

25

Thr

Gln

Asn

Ser

Ala
105

Leu

10

Gly

Ala

Ala

Gly

Lys

90

Ala

Val

Gly

Ser

Pro

Asn

75

Thr

Asp

Ala

Asp

Gly

Gly

60

Thr

Ser

Thr

Val

Leu

Phe

45

Lys

Tyr

Ser

Ala

Leu

Val

30

Ser

Gly

Tyr

Thr

Thr
110

Lys

15

Lys

Phe

Leu

Ala

Thr
35

Tyr

Gln Ala Ser Gln Ser Val Tyr Lys Asn Asn Tyr Leu Ser

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 237

<210> 238
<211> 13
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 238

5

10

Ser Ala Ser Thr Leu Asp Ser

1

5

Leu Gly Ser Tyr Asp Cys Ser Ser Gly Asp Cys Tyr Ala
10

1

5

109

Gly

Pro

Ser

Glu

Asn

a0

Val

Phe



10

15

20

25

30

35

40

<210> 239

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 239

<210> 240

<211> 17

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 240

Cys Ile Val Thr Gly Asn Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Asn Trp Ala Lys
10

1

Gly

<210> 241

<211>4

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 241

<210> 242

<211> 375

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 242

atggacacga
acatttgeee
gtcaccatca
cagcagaaac
ggggtcccat
gacgtgcagt

ggtgattgtt

gggccoccac
aagtgctgac
actgecagge
cagggcagcc
tgcocggttecag
gtgacgatge

atget

<210> 243

<211> 357

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 243

ES 2610607 T3

Ser Tyr Trp Met Cys

1

5

Ala Tyr Asp Leu

1

tcagctgetg
ccagactgca
cagtcagagt
tcccaaagge
cggcagtgga

tgccacttac

gggetoctge
tcgoecegtgt
gtttataaga
ctgatectatt
tctgggacac

tactgtctag

110

tgcecteotgget
ctgoagetgt
acaactactt
ctgecategac
agttcactct

gragttatga

15

cccaggtgee

gggaggcaca

atcctggtat
tctagattct
caccatcagc

ttgtagtagt

60

120

180

240

300

340

375



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

atggagactg
tegbtggagy
acagcctotg
aaggggcetgg
tgggcgaaag

accagtetga

ggctgegetg
agtcaggggy
gattcteoctt
agtggatcgce
gecogattcac

cagocgegga

ES 2610607 T3

goetteotoctyg gtegetgtge teaaaggtgt
agacetggte aagectgagg gatccctgac
cagtagctac tggatgtgct gggtcogeca
atgcattgtt actggtaatg gtaacactta
catctccaaa acctcocgtcga ccacggtgac

cacggcocace tatttttgbtg cgaaageocta

<210> 244

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 244
caggccagtc agagtgttta taagaacaac tacttatcc

<210> 245

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 245
tctgcatcga ctctagattc t

<210> 246

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 246
ctaggcagtt atgattgtag tagtggtgat tgttatgct 39

<210> 247

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 247
agctactgga tgtgc

<210> 248

<211> 51

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 248

39

21

15

tgcattgtta ctggtaatgg taacacttac tacgcgaact gggcgaaagg c 51

<210> 249

<211> 12

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 249
gcctatgact tg

<210> 250
<211> 123
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 250

12

111

ccagtgteag
actcacctge
ggctocagyy
ctacgcgaac
tctgcaaatg

tgacttyg

60
120
180
240
300

357



10

Met

Leu

Val

Gln

Gly

65

Gly

Leu

Ala

<210> 251
<211> 125
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

Val

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

35

Val

Pro

Pro

Ile

Val
115

Arg

Ser

20

Ala

Tyr

Pro

Ser

Thr

100

Phe

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 251

Ala

Thr

Val

Asp

Lys

Arg

Asp

Asn

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Aszsn

Leu

70

Phe

Val

Asp

Thr

Ala

Gly

Aszsn

53

Leu

Lys

Gln

Asp

Gln

Ala

Thr

40

Tyr

Ile

Gly

Cys

Ser
120

112

Leu

Val

25

Val

Leu

Tyr

Thr

Asp

105

Asp

Leu

10

Leu

Ser

Ser

Gly

Gly

Asp

Asp

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Ala

Leu

Gln

Ser

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Thr

Thr

Thr

Leu

Pro

30

Gln

Gln

Leu

Gln

Tyr
110

Leu
15

Ser

Ala

Lys

Ala

Phe

85

Tyr

Trp

Pro

Ser

Fro

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Gly

Ala

Trp
65

Ala

Lys

Arg

<210> 252
<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Thr

Tyr

30

Ile

Lys

Met

Ser

Thr

Cys

Pro

35

Tyr

Gly

Gly

Thr

Arg
115

Gly

Gln

20

Leu

Met

Phe

Arg

Ser

100

Gly

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 252

<210> 253
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Ser

Ile

FPhe

85

Pro

Trp

ES 2610607 T3

Arg

Leu

Leu

Trp

Thr

70

Thr

Thr

Gly

Trp

Glu

Thr

Val

35

Leu

Ile

Thr

Ala

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Ser

Ser

Glu

Met
120

Leu

Ser

25

Thr

Gln

Asp

Lys

Asp

105

Gly

Leu

10

Gly

Leu

Ala

His

Thr

80

Thr

Arg

Val

Gly

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Ala

Leu

Ala

Arg

Gly

Gly

60

Ser

Thr

Thr

Asp

Val

Leu

Phe

45

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Leu
125

Pro

Val

30

Ser

Gly

Ala

Val

Phe
110

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Arg

Asp

95

Cys

Gln Ala Ser Gln Ser Val Tyr Asp Asn Asn Tyr Leu Ser

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 253

<210> 254
<211> 11
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 254

5

10

Gly Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1

5

Ala Gly Val Phe Asn Asp Asp Ser Asp Asp Ala

1

5

113

10

Gly

Fro

Ser

Glu

Trp
80

Leu

Ala



ES 2610607 T3

<210> 255

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 255

Ala Tyr Tyr Met Ser
1 5

<210> 256

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 256

Phe TIle Thr Leu Ser Asp Hig Tle Ser Tyr Ala Arg Trp 2la Lys Gly

35

1 5 10 15

<210> 257

<211>12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 257

Ser Arg Gly Trp Gly Ala Met Gly Arg Leu Asp Leu
1 5 10

<210> 258

<211> 369

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 258
atggacacga gggccccoccac tcagetgetg gggctcecctge tgetctgget cccaggttec 60
acatttgccg ccgtgetgac ccagacteocca tetceococgtgt ctgecagetgt gggaggcaca 120
gtcagcatca gttgccagge cagtcagagt ghttatgaca acaactattt atcctggtat 180
cagcagaaac caggacagec toccaagotce ctgatctatg gtgeatccac totggeatet 240
ggggtceccat cgeggttcaa aggeacggga tetgggacac agttcactet caccatcaca 300
gacgtgeagt gtgacgatge tgecacttace tattgtgeag gegtttttaa tgatgatagt 360
gatgatgeec 369

<210> 259

<211> 375

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 259

114



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactyg
togetggagg
acactetetg
aaggggctgg
gcgaaaggec

cocgacaacog

ggctgaegety
agtceggggyg
gatteteect
aatggatcgg

gattcaccat

aggacacgge

ES 2610607 T3

gettotocty
tegectggte
cagtgecatac
attcattact
ctccaaaacc

cacctatttc

gtegetgtge
acgectggga
tatatgaget
ctgagtgatc
tcgaccacgg

tgtgeocagga

ggteggttgg atete

<210> 260

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 260
caggccagtc agagtgttta tgacaacaac tatttatcc 39

<210> 261

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 261
ggtgcatcca ctctggceatc t 21

<210> 262

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 262
gcaggcgttt ttaatgatga tagtgatgat gcc 33

<210> 263

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 263
gcatactata tgagc 15

<210> 264

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 264
ttcattactc tgagtgatca tatatcttac gcgaggtggg cgaaaggc 48

<210> 265

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 265
agtcgtggct ggggtgcaat gggtcggttg gatctc 36

<210> 266
<211> 123
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

115

ccaaaggtgt

cacecetgac

gggtecgeca

atatatctta
tggatctgaa

gtegtggetyg

ccagtgteag
actcacctge
ggetecaggg
cgcgaggtgy
aatgaccagt

gggtgcaaty

60

120

180

240

300

360

375



10

<400> 266

Met

1

Leu

Val

Gln

Gly

Gly

Leu

Leu

<210> 267

<211> 121
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

val

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

35

Val

Pro

Ser

Val

Val
115

Arg

Ala

20

Ala

Tyr

Pro

Ser

Ser

100

Phe

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 267

1

Ala

Thr

Val

Asn

Lys

Arg

Gly

Asp

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Asn

Leu

70

Phe

Val

Asp

Thr

Ala

Gly

Lys

55

Leu

Ser

Gln

Asp

Gln

Ala

Thr

40

Asn

Ile

Gly

Cys

Ala
120

116

Leu

Val

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp

105

Asp

Leu

10

Len

Thr

Ala

Trp

Gly

Asp

Asn

10

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Ala

Leu

Gln

Ser

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Thr

Thr

Thr

Leu

Pro

30

Gln

Gln

Len

Gln

Tyr
110

Leu

15

Ser

Ala

Lys

Ala

Fhe

95

Tyr

15

Trp

Pro

Ser

Ser

Ser

80

Thr

Cys

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp Leu Leu Leu Val Ala Val Leu Lys Gly
5



10

15

20

25

30

Val

Gly

Ser

Tyr

65

Ala

Lys

Arg

<210> 268

<211> 13
<212> PRT

Gln

Thr

Tyr

50

Ile

Lys

Ile

Ser

Cys

Pro

35

Ser

Gly

Gly

Thr

Leu
115

Gln

20

Leu

Met

Val

Arg

Ser

100

Ser

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 268

<210> 269
<211>7
<212> PRT

Ser

Thr

Thr

Ile

Phe

85

Pro

Ser

ES 2610607 T3

Val

Leu

Trp

Gly

70

Thr

Thr

Ile

Glu

Thr

Val

Thr

Ile

Thr

Thr

Glu

Cys

40

Arg

Ser

Ser

Glu

Phe
120

Ser

25

Thr

Gln

Gly

Arg

Asp

105

Leu

Gly

Ala

Ala

Ser

Thr

90

Thr

Gly

Ser

Pro

Thr

75

Ser

Ala

Arg

Gly

Gly

Tyr

Thr

Thr

Leu

Phe

45

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Val

30

Ser

Gly

Ala

Val

Phe
110

Thr

Leu

Len

Thr

Ala

95

Cys

Gln Ala Ser Gln Ser Val Tyr Asn Asn Lys Asn Leu Ala

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 269

<210> 270
<211> 11
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 270

<210> 271
<211>5
<212> PRT

5

10

Trp Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1

5

Leu Gly Val Phe Asp Asp Asp Ala Asp Asn Ala

1

<213> Oryctolagus cuniculus

5

117

10

Pro

Ser

Glu

Trp
80

Leu

Val



10

15

20

25

30

35

<400> 271

<210> 272

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 272

Val Ile Gly Thr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala Lys Gly
10

1 5

<210> 273

<211>8

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 273

ES 2610607 T3

Ser Tyr Ser Met Thr

1

5

Ser Leu Ser Ser Ile Thr Phe Leu

1

<210> 274
<211> 369
<212> ADN
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 274

atggacacga
acattcgeag
gtcaccatca
cagcagaaat

ggggtceteat

ggcegtgeagt

gggcoccceac
ccegtgetgac
gttgccagge
cagggeagec
cgeggtteag

gtgacgatge

gataatgct

<210> 275
<211> 363
<212> ADN
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 275

tcagctgetg
ccagacacca
cagtcagagt
tcccaagete
cggeagtgga

tgccacttac

5

gggctectge
tegecogtgt
gtttataaca
ctgatetact
tetgggacac

tactgtetag

118

tgectcoctgget
ctgeggetgt
acaaaaattt
gggcatccac

agttcactet

gegtttttga

15

cccaggtgec
gggaggcaca
agcctggtat
tetggeatet
caccgteage

tgatgatget

60

120

180

240

300

360

369



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactyg
teggtggagy

acagectetyg

aaggggctgg
gcgaaaggoco

acgacaacoyg

ggctgogetg
agtccggggyg

gattetecct

aatatatcgg

gattcaccat

aggacacgge

ttg

<210> 276

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 276

ES 2610607 T3

gcttctoctyg
tegectggte

cagtagetac

agtcattggt

ctccagaacc

cacctatttce

caggccagtc agagtgttta taacaacaaa aatttagcc

<210> 277

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 277
tgggcatcca ctctggceate t

<210> 278

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 278
ctaggcgttt ttgatgatga tgctgataat get

<210> 279

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 279
agctactcca tgacc

<210> 280

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 280

gtcocgectgtge tcaaaggtgt

adgectggga caccoctgac

tecatgacet gggtccgeca

actagtggta gcacatacta

tcgaccacgg tggctctgaa

tgtgtcagga gtctttcette

21

33

15

gtcattggta ctagtggtag cacatactac gcgacctggg cgaaaggc 48

<210> 281

<211> 24

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 281
agtctttctt ctattacttt cttg

<210> 282
<211>120
<212> PRT

24

119

ccaatgtcag
actecacectge

ggctccaggyg

cgcgacctgg
aatcaccagt

tattacttte

60
120

180

240
300
360

363



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 282

Met
1

Leu

vVal

Gln

Pro
65

Pro

Ile

Tyr

<210> 283
<211>128
<212> PRT

Asp

Pro

Glu

Asn

50

Pro

Ser

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Asp

Ser
115

Arg

Ala

20

Ala

Tyr

Phe

Phe

Leu

100

Ser

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 283

Ala

Arg

Val

Arg

Leu

Lys

85

Glu

Asn

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Tyr

Ile

70

Gly

Cys

Ser

Thr

Ala

Gly

Leu

55

Tyr

Ser

Ala

val

Gln

Phe

Thr

40

Ala

Leu

Gly

Asp

Ala
120

120

Leu

Glu

25

Val

Trp

Ala

Ser

Ala
105

Leu

10

Leu

Thr

Tyr

Ser

Gly
30

Ala

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

75

Thr

Thr

Leu

Gln

Asn

Gln

60

Leu

Glu

Tyr

Leu

Thr

Cys

45

Lys

Ala

Phe

Tyr

Leu

Pro

30

Gln

Pro

Ser

Thr

Cys
110

Leu

15

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu

25

Gln

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

80

Thr

Ser



10

15

20

25

Met Glu Thr

Val Gln Cys

Pro Glu Gly
35

Ser Ser Gly
50

Leu Glu Trp
65

Tyr Ala Ser

Gly

Gln

20

Ser

Tyr

Ile

Trp

Thr

100

Cys

Len

Glu

Len

Trp

Gly

Ala

85

Len

Ala

ES 2610607 T3

Arg

Gln

Thr

Ile

Cys

70

Lys

Gln

Arg

Trp

Leu

Len

Cys

55

Ile

Gly

Met

Gly

Len

Val

Thr

40

Trp

Tyr

Arg

Thr

Tyr
120

Len Len
10

Glu Ser
25

Cys Thr

Val Arg

Thr Gly

Phe Thr
90

Ser Leu
105

Ser Gly

Val

Gly

Ala

Gln

Ser

75

Ile

Thr

Phe

Ala

Gly

Ser

Val

60

Ser

Ser

Ala

Gly

Val

Asp

Glu

45

Pro

Gly

Lys

Ala

Tyr
125

Len

Leu
30

Len Asp

Gly

Ser

Thr

Asp

110

Phe

Gln Ala Ser Gln Asn Ile Tyr Arg Tyr Leu Ala

Thr Thr Val
Thr Tyr Phe
115
<210> 284
<211> 11
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 284
1
<210> 285
<<211>7
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 285
<210> 286
<211>10
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 286

1

5

10

Leu Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1

5

121

5

Gln Ser Tyr Tyr Ser Ser Asn Ser Val Ala
10

Lys
15

Val

Lys

Thr

Ser

95

Thr

Lys

Gly

Gln

Phe

Gly

Phe

80

Ser

Ala

Leu



10

15

20

25

30

35

40

<210> 287

<211>6

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 287

<210> 288

<211> 18

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 288

ES 2610607 T3

Ser Gly Tyr Trp Ile Cys

1

5

Cys Ile Tyr Thr Gly Ser Ser Gly Ser Thr Phe Tyr Ala Ser Trp Ala

15

1 5 10
Lys Gly
<210> 289
<211>10
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 289
Gly Tyr Ser Gly Phe Gly Tyr Phe Lys Leu
1 5 10
<210> 290
<211> 360
<212> ADN
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 290
atggacacga gggccoccac teagetgetg gggectectge tgetatgget cccaggtgee
agatgtgcat tcgaattgac ccagactcca gectceogtgg aggcagetgt gggaggcaca
gtcaccatca attgccagge cagtcagaac atttatagat acttagoctg gtatcageag
aaaccaggge agcctcccaa gttoctgate tatctggecat ctactetgge atctggggte
ceatcgeggt ttaaaggeag tggatetggg acagagttca ctetcaccat cagegaccetg
gagtgtgecg atgetgccac ttactactgt caaagttatt atagtagtaa tagtgtoget
<210> 291
<211> 384
<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 291

122

60
120
180
240
300
360



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
gagcagctgg
tgcacagcett
ccagggaagy
tacgegagtt
ctgcaaatga

agtggctttyg

ggctgegety
tggagtccgy
ctgagttaga
ggctggagtyg
gggcgaaagy
ccagtctgac

gttactttaa

<210> 292

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 292

ES 2610607 T3

gettecteoetyg
gggagacctyg
cttcagtagce
gatcggatge
cegattcace
agcogoggac

gttg

caggccagtc agaacattta tagatactta gcc

<210> 293

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 293
ctggcatcta ctctggcatc t

<210> 294

<211> 30

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 294
caaagttatt atagtagtaa tagtgtcgct

<210> 295

<211>18

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 295
agcggctact ggatatge

<210> 296

<211> 54

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 296

gtegetgtge
gtccagcctg
ggctactgga
atttatactg
atctcocaaaa

acggeocacet

33

21

30

18

tgcatttata ctggtagtag tggtagcact ttttacgcga gttgggcgaa aggce 54

<210> 297

<211> 30

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 297
ggttatagtg gctttggtta ctttaagttg

<210> 298
<211>122
<212> PRT

30

123

tcaaaggtgt
agggatccct
tatgctgggt
gtagtagtgyg
cetegtogac

atttectgtge

ccagtgtcag
gacactcacc
ccgocaggtt
tagcactttt
cacggtgact

gagaggttat

60

120

180

240

300

360

384



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 298

Met
1

Leu

Val

Glu

Pro

65

Pro

Ile

Ala

<210> 299

<211>123
<212> PRT

Asp

Pro

Glu

Asp

50

Pro

Ser

Ser

Trp

Thr

Gly

Val

35

Ile

Lys

Arg

Gly

Ser
115

Arg

Ala

20

Ala

Tyr

Leu

Phe

Val

100

Tyr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 299

Ala

Arg

Val

Arg

Leu

Lys

85

Gln

Ser

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Leu

Ile

70

Gly

Cys

Asp

Thr

Ala

Gly

Leu

53

Tyr

Ser

Asp

Ile

Gln

Tyr

Thr

40

Ala

Asp

Gly

Asp

Asp
120

124

Leu

Asp
25

Val

Trp

Ser

Ser

Ala

105

Asn

Leu
10

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

80

Ala

Ala

Gly

Thr

Ile

Gln

Asp

75

Thr

Thr

Leu

Gln

Lys

Gln

60

Leu

Glu

Tyr

Leu

Thr

Cys

45

Lys

Ala

Phe

Tyr

Leu

Pro

30

Gln

Fro

Ser

Thr

Cys
110

Leu
15

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu

95

Gln

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

80

Ala

Gln



10

15

20

25

ES 2610607 T3

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp Leu Leu Leu Val Ala Val Leu

Val Gln Cys Gln Ser Val Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val
20 25 30

Gly Thr Pro Leu Thr Leu Thr Cys Thr Ala Ser Gly Phe Ser
35 40 45

Ser Tyr Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pr¢ Gly Lys Gly
50 55 60

Trp Ile Gly Ile Ile Thr Thr Ser Gly Asn Thr Phe Tyr Ala
65 70 75

Ala Lys Gly Arg Leu Thr Ile Ser Arg Thr Ser Thr Thr Val
85 90

Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe
100 105 110

Arg Thr Ser Asp Ile Phe Tyr Tyr Arg Asn Leu
115 120

<210> 300

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 300

Gln Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Arg Leu Leu Ala
1 5 10

<210> 301

<<211>7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 301

Asp Ser Ser Asp Leu Ala Ser
1 5

<210> 302

<211> 12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 302

Gln Gln Ala Trp Ser Tyr Ser Asp Ile Asp Asn Ala
1 5 10

125

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Ser

Asp

95

Cys

Gly

Pro

Ser

Glu

a0

Leu

Ala



ES 2610607 T3

<210> 303

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 303

Ser Tyr Tyr Met Ser
1 5

<210> 304

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 304

Ile Ile Thr Thr Ser Gly Asn Thr Phe Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly

35

1 5 10 15

<210> 305

<211>10

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 305

Thr Ser Asp Ile Phe Tyr Tyr Arg Asn Leu
1 5 10

<210> 306

<211> 366

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 306
atggacacga gggeccececac tcagetgetg gggectectge tgetetgget cecaggtgee 60
agatgtgcct atgatatgac ccagactcca geoctectgtgg aggtagoctgt gggaggcaca 120
gtecaccateca agtgccagge cagtgaggac atttataggt tattggectg gtatcaacag 180
aaaccagggce agcecteccaa getccotgate tatgatteat cegatetgge atctggggte 240
ccateqgeggt tcaaaggoag tggatctggg acagagttea ctetegecat cageggtgatg 300
cagtgtgacg atgctgccac ttactactgt caacaggett ggagttatag tgatattgat 360
aatgect 366

<210> 307

<211> 369

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 307

126



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
teggtggagy
acagectetyg
aaggggotgg
gcgaaaggcc

ccgacaacog

ggctgegetyg
agteeggygy
gattotecct
aatggatcgg

ggctcaccat

aggacacgge

ES 2610607 T3

gettetectg gtegetgtge

togoctggte
cagtagetac
aatcattact
ctccagaacc

cacctattte

acgoccgggga

tacatgaget

actagtggta

tcgaccacgg

tgtgccagaa

cgtaacttyg

<210> 308

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 308
caggccagtg aggacattta taggttattg gcc 33

<210> 309

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 309
gattcatccg atctggcatc t 21

<210> 310

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 310
caacaggctt ggagttatag tgatattgat aatgct 36

<210> 311

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 311
agctactaca tgagc 15

<210> 312

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 312
atcattacta ctagtggtaa tacattttac gcgagctggg cgaaaggc 48

<210> 313

<211> 30

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 313
acttctgata ttttttatta tcgtaacttg 30

<210> 314

<211>123
<212> PRT

127

tcaaaggtgt
cacecctgae
gggtecgeca
atacatttta
tggatctgaa

cttetgatat

ccagtgtcag
actcacetge
ggctocaggg
cgcgagcetgg
aatcaccagt

tttttattat

60
120
180
240
300
360

369



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 314

Met

1

Leu

Val

Gln

Gly

Gly

Leu

Leu

<210> 315
<211> 129
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

Val

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

35

Val

Pro

Pro

Ile

Ala
115

Arg

Ala

20

Ala

Tyr

Pro

Ser

Ser

100

Phe

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 315

Ala

Thr

Val

Aszsn

Lys

Arg

85

Gly

Asp

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Asp

Leu

70

Phe

Val

Asp

Thr

Ala

Ala

Met

53

Leu

Ser

Gln

Asp

Gln

Ala

Thr

40

Asp

Ile

Gly

Cys

Ala
120

128

Leu

Val

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp

105

Asp

Leu

10

Leu

Thr

Ala

Ser

Gly
90

Asp

Asn

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Thr

Leu

Gln

Asn

Phe

60

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Thr

Thr

Thr

Leu

Ala

30

Gln

Gln

Leu

Glu

Tyr
110

Leu

15

Ser

Ser

Lys

Ala

Phe

95

Tyr

Trp

Fro

Ser

Fro

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Gly

Arg

Trp

Ala

Arg

Arg

Leu

<210> 316
<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Thr

His

50

Ile

Lys

Ile

Val

Thr

Cys

Pro

35

Ala

Gly

Gly

Thr

Ile
115

Gly

Gln

20

Leu

Ile

Cys

Arg

Ser

100

Gly

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 316

<210> 317
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Thr

Ile

Phe

83

Pro

Asp

ES 2610607 T3

Arg

vVal

Leu

Trp

Trp

70

Thr

Thr

Thr

Trp

Glu

Thr

Val

55

Ser

Ile

Thr

Ala

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Gly

Ser

Glu

Gly
120

Leu

Ser

25

Thr

Gln

Gly

Lys

Asp

105

Tyr

Leu

10

Gly

Val

Ala

Ser

Thr

90

Thr

Ala

Val

Gly

Ser

Pro

Thr

75

Ser

Ala

Tyr

Ala

Arg

Gly

Gly

60

Tyr

Thr

Thr

Phe

Val

Leu

Phe

45

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Thr
125

Leu

Val

30

Ser

Gly

Ala

Val

Phe

110

Gly

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Thr

Asp

25

Cys

Leu

Gln Ser Ser Gln Ser Val Tyr Asn Asp Met Asp Leu Ala

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 317

<210> 318
<211> 11
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 318

5

10

Ser Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1

129

5

Gly

Pro

Thr

Glu

Trp

80

Leu

Ala

Asp
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15

20

25

30

35

40

45

<210> 319
<211>5
<212> PRT

ES 2610607 T3

Leu Gly Ala Phe Asp Asp Asp Ala Asp Asn Thr
10

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 319

<210> 320
<211> 16
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 320

5

Arg His Ala Ile Thr

1

5

Cys Ile Trp Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala Lys Gly
10

1

<210> 321
<211> 16
<212> PRT

5

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 321

Val Ile Gly Asp Thr Ala Gly Tyr Ala Tyr Fhe Thr Gly Leu Asp Leu
10

1

<210> 322
<211> 369
<212> ADN

5

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 322

atggacacga
acgtttgcag
gtcaccatca
cagcagaaac
ggggteccat
ggcegtgeagt

gataatact

<210> 323
<211> 387
<212> ADN

gggcecccac
cogtgetgac
actgccagte
cagggcaged
cgeggttcag

gtgacgatge

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 323

tecagctgetg
ccagactgeca
cagtcagagt
tcocccaagete
cggcagtgga

tgeccacttac

gggctectge
tcaccegtgt
gtttataatg
ctgatetatt
tctgggacag

tactgtctag

130

tgetoctgget
ctgeoocgetgt
acatggactt
c¢tgeatecac
agttcactct

gcgettttga

coecaggtgec
gggagccaca
agectggttt
tetggeatet
caccatcage

tgatgatgcet

60

120

180

240

300

360

369
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15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
tcggtggagy
acagtctctg
aaggggctgy
gcgaaaggec
cegacaaceg

tatgettatt

ggctgegety
agtocggggyg
gattctcect
aatggatocgg
gattcaccat
aggacacggc

ttacgggget

<210> 324

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 324

ES 2610607 T3

gettetectyg
tcgectggte
cactaggcat
atgcatttgg
ctacaaaace
cacctactte

tgacttg

cagtccagtc agagtgttta taatgacatg gacttagcc

<210> 325

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 325
tctgcatcca ctctggceatc t

<210> 326

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 326
ctaggcgctt ttgatgatga tgctgataat act

<210> 327

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 327
aggcatgcaa taacc

<210> 328

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 328

gtegetgtge
acgcctggga

gcaataacct

agtggtggta

tegaccacgy

tgtgecagag

39

21

33

15

tgcatttgga gtggtggtag cacatactac gcgacctggg cgaaaggc 48

<210> 329

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 329

gtcattggcg atactgctgg ttatgcttat tttacggggc ttgacttg 48

<210> 330
<211> 121
<212> PRT

131

tcaaaggtgt
cacccctgac
gggtccgeca
gcacatacta
tggatcteag

teattggega

ccagtgtcag
actcacctge
ggctccaggg
cgcgacctgg
aatcaccagt

tactgetggt

60
120
180
240
300
360

387



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 330
Met
1

Leu

Val

Gln

Pro
65

Pro

Ile

Gly

<210> 331
<211> 130
<212> PRT

Asp

Pro

Glu

Ser

50

Pro

Ser

Ser

Tyr

Thr

Gly

Val

35

vVal

Lys

Arg

Gly

Thr
115

Arg

Ala
20

Ala

Tyr

Leu

Phe

val
100

Ser

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 331

Ala

Arg

Val

Asn

Leu

Ser
85

Glu

Asp

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Trp

Ile

70

Gly

Cys

Val

Thr

Ala

Gly

Leu

55

Tyr

Ser

Ala

Asp

Gln

Tyr

Thr

40

Ser

Thr

Asp

Asn
120

132

Leu

Asp
25

val

Trp

Ala

Ser

Ala
105

Val

Leu

10

Mat

Thr

Tyr

Ser

Gly
S0

Ala

Gly

Thr

Ile

Gln

Ser

75

Thr

Thr

Leu

Gln

Lys

Gln

60

Leu

Glu

Tyr

Leu

Thr

Cys

45

Lys

Ala

Phe

Tyr

Leu

Pro

30

Gln

Pro

Ser

Thr

Cys
110

Leu

15

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu
95

Gln

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

80

Thr

Gln



10

15

20

25

ES 2610607 T3

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp Leu Leu Leu Val Ala

Val Gln Cys Gln Ser Leu Glu Glu Ala Gly Gly Arg
20 25

Gly Thr Pro Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly
35 40

Ser Tyr Ala Met Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
50 55 60

Tyr Ile Gly Ile Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Tyr
65 70 75

Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Gln Ala Ser Ser
85 80

Leu Lys Ile Thr Ser Preo Thr Thr Glu Asp Ser Ala
100 105

Ala Arg Gly Gly Ala Gly Ser Gly Gly Val Trp Leu
115 120

Asp Pro
130

<210> 332

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 332

Val

Leu

Ile

45

Lys

Tyr

Thr

Thr

Leu
125

Leu

Val

30

Asp

Gly

Ala

Thr

Tyr

110

Asp

Gln Ala Ser Gln Ser Val Tyr Asn Trp Leu Ser

1 5 1Q

<210> 333

<<211>7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 333

Thr Ala Ser Ser Leu Ala Ser
1 5

<210> 334

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 334

133

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Thr

Val

85

Phe

Gly

Gly

Fro

Ser

Glu

Trp

g0

Asp

Cys

Phe



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 335
<211>5
<212> PRT

ES 2610607 T3

Gln Gln Gly Tyr Thr Ser Asp Val Asp Asn Val

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 335

<210> 336
<211> 16
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 336

Ile Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala Lys Gly
10

1

<210> 337
<211> 16
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 337

Gly Gly Ala Gly Ser Gly Gly Val Trp Leu Leu Asp Gly Phe Asp Pro
10

1

<210> 338
<211> 363
<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 338

atggacacga

agatgtgect
gtcaccateca
aaaccagggc
ceategeggt

gagtgtgecg

gtt

<210> 339
<211> 390
<212> ADN

gggcccocac

atgatatgac
agtgcocagge
agcctcccaa
tcagtggeag

atgotgecac

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 339

5

10

Ser Tyr Ala Met Gly

1

5

S

tcagectgetg

ccagacteca
cagtcagagt
gctcctgatc

tggatetggg

ttactactgt

5

15

15

gggckectge tgeteotgget cccaggtgec

gectetgtgg
gtttataatt
tatactgcat
acagagttea

caacagggtt

134

aggtagctgt gggaggcaca
ggttatectg gtatcagecag
ccagtctgge atctggggtc
ctetecaccat cageggegtg

atactagtga tgttgataat

60
120

180

240

300

360

363
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15

20

25

30

35

40

45

50

atggagacty
teogotggagg
acagtctctyg
aaggggctgg
gcgaaaggaoc
agtecgacaa

ggtgtttgge

ggctgegetyg
aggecgggag
gaatcgacct
aatacatcgg
gattcaccat
cegaggacta

tgettgatgg

ES 2610607 T3

gettetecty
tcgectggte
cagtagctat
aatcattagt
ctcacaagecc
ggccacatat

ttttgatece

gtegetgtae
acgectggga
gcaatgggct
agtagtggta
tcgtcgacca

ttetgtgeea

<210> 340

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 340
caggccagtc agagtgttta taattggtta tcc

<210> 341

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 341
actgcatcca gtctggcatc t

<210> 342

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 342
caacagggtt atactagtga tgttgataat gtt

<210> 343

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 343
agctatgcaa tgggc

<210> 344

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 344

33

21

33

15

atcattagta gtagtggtag cacatactac gcgacctggg cgaaaggc 48

<210> 345

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 345

gggggtgctg gtagtggtgg tgtttggctg cttgatggtt ttgatccc 48

<210> 346
<211>123
<212> PRT

135

tecaaaggtgt
caccectgac
gggtccgeca
gcacatacta
cggtggatct

gagggggtge

ccagtgteag
actcacctge
ggctccaggg
cgcgacctgg
gaaaattacc

tggtagtggt

60
120
180
240
300
360

330



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 346

Met Asp Thr Arg
1

Leu Pro Gly Ala
20

Ser Val Ser Ala
35

Ser Glu Asn Ile
50

Gln Pro Pro Lys
65

Val Ser Ser Arg

Thr Ile Ser Asp
100

Gln Gly Tyr Ser
115

<210> 347
<211> 130
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 347

Ala

Lys

Ala

Tyr

Leu

Phe

85

Leu

Ser

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Val

Aszsn

Leu

70

Lys

Glu

Ser

Thr

Ala

Gly

Trp

53

Ile

Gly

Cys

Tyr

Gln

Asp

Gly

40

Leu

Tyr

Ser

Ala

Val
120

136

Leu

Val

25

Thr

Ala

Thr

Gly

Asp

105

Asp

Leu

10

Val

Val

Trp

Val

Ser

80

Ala

Asn

Gly

Met

Thr

Tyr

Gly

Gly

Ala

Val

Leu

Thr

Ile

Gln

60

Asp

Thr

Thr

Leu

Gln

Asn

45

Gln

Leu

Glu

Tyr

Leu

Thr

30

Cys

Lys

Ala

Phe

Tyr
110

Leu

15

Pro

Gln

Fro

Ser

Thr
95

Cys

Trp

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln



10

15

20

25

ES 2610607 T3

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp Leu Leu Leu Val Ala

Val Gln Cys Gln Glu Gln Leu Lys Glu Ser Gly Gly
20 25

Prc Gly Thr Pro Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
35 40

Asn Asp Tyr Ala Val Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro¢
50 55 60

Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Arg Ser Ser Gly Thr Thr
65 70 75

Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Thr Ser
83 30

Leu Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala
100 105

Ala Arg Gly Gly Ala Gly Ser Ser Gly Val Trp Ile
115 120

Ala Pro
130

<210> 348

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 348

Val

Arg

Gly

45

Gly

Ala

Thr

Thr

Leu
125

Leu

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Thr

Tyr

110

Asp

Gln Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Asn Trp Leu Ala

1 5 10

<210> 349

<<211>7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 349

Thr Val Gly Asp Leu Ala Ser
1 5

<210> 350

<211> 12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 350

137

Lys

15

Val

Ser

Gly

Ala

Val

35

Phe

Gly

Gly

Thr

Leu

Leu

Thr

80

Asp

Cys

Phe



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 351
<211>5
<212> PRT

Gln Gln Gly
1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 351

<210> 352
<211> 16
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 352

ES 2610607 T3

5

10

Asp Tyr Ala Val Gly

1

5

Tyr Ser Ser Ser Tyr Val Asp Asn Val

Tyr Ile Arg Ser Ser Gly Thr Thr Ala Tyr Ala Thr Trp Ala Lys Gly
10

1

<210> 353
<211> 16
<212> PRT

5

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 353

15

Gly Gly Ala Gly Ser Ser Gly Val Trp Ile Leu Asp Gly Phe Ala Pro
10

1

<210> 354
<211> 369
<212> ADN

5

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 354

atggacacga
aaatgtgcoceg
acagtcacca
cagaaaccag

gtctcatcge

ctggagtgtyg
gataatgtt
<210> 355

<211> 390
<212> ADN

gggcceccac
atgttgtgat
tcaattgeca
ggecagoctec

ggttcaaagyg

cegatgoetge

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 355

tcagetgcetg
gacccoagact
ggccagtgag
caagctcoctg

cagtggatct

cacttactat

gggetectge
ccageocetecy
aacatttata
atctatactg

gggacagagt

tgtecaacagg

138

tgetetgget
tgtctgeage
attggttage
taggcgatct

tcactctecac

gttatagtaqg

15

cccaggtgee
tgtgggagge
ctggtatcag
ggcatctggg

catcagcgac

tagttatgtt

&0

120

180

240

300

360

369
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15
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25
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40

45

50

atggagacty
gagcagctga
tgcacagtct
gggaagggygc
tgggcgaaag
agtcecgacaa

ggtgtgtgga

ggctgegetyg
aggagtccgg
ctggattcte
tggaatggat
googattcac
ccgaggacac

tccttgatgg

ES 2610607 T3

gcttctectyg

gtegetgtge

tcaaaggtgt

gggtcgectyg gtcacgectg ggacacccct

cctcaatgac
cggatacatt
catctecget
ggccaccatat

ttttgctcee

<210> 356

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 356
caggccagtg agaacattta taattggtta gcc

<210> 357

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 357
actgtaggcg atctggcatc t

<210> 358

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 358
caacagggtt atagtagtag ttatgttgat aatgtt

<210> 359

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 359
gactatgcag tgggc

<210> 360

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 360

tatgcagtgg gctggtteoy

cgtagtagtg
acctegacea

ttetgtgeca

33

21

15

tacattcgta gtagtggtac cacagcctac gcgacctggg cgaaaggc 48

<210> 361

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 361

gggggtgctg gtagtagtgg tgtgtggatc cttgatggtt ttgctcee 48

<210> 362
<211> 121
<212> PRT

139

gtaccacage
cggtggatet

gagggggtgce

ccagtgtcag

gacactcacc
ccaggctcca
ctacgegacc
gaaaatcacc

tggtagtagt

60
120
180
240
300
360

390



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 362

Met
1

Leu

val

Gln

Gly
65

Gly

Leu

Ala

<210> 363
<211> 130
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

val

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

35

Val

Pro

Pro

Ile

Ala
115

Arg

Ala

20

Ala

Tyr

Pro

Ser

Ser

100

Tyr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 363

Ala

Thr

val

Gln

Lys

Arg

85

Asp

Arg

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Asn

Leu

70

Phe

Leu

Asp

Thr

Ala

Gly

Asn

55

Leu

Lys

Glu

Val

Gln

Gln

Thr

40

Tyr

Ile

Gly

Cys

Asp
120

140

Leu

Val

25

val

Leu

Tyr

Ser

Asp

105

Ser

Leu

10

Leu

Thr

Ser

Gly

Gly

90

Asp

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Leu

Gln

Asn

Phe

60

Ala

Gly

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Thr

Thr

Thr

Leu

Pro

30

Gln

Gln

Leu

Gln

Tyr
110

Leu

15

Ser

Ala

Lys

Ala

Phe

95

Tyr

Trp

Ser

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Gly

Ser

Glu

63

Ala

Thr

Tyr

Asp

<210> 364
<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Ala

Thr

50

Trp

Thr

val

Phe

Leu
130

Thr

Cys

Ser

35

Tyr

Ile

Trp

Thr

Cys
115

Gly

Gln

20

Leu

Tyr

Ala

val

Leu

100

Ala

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 364

<210> 365
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Ile

Cys

Asn

85

Gln

Lys

ES 2610607 T3

Arg

Leu

Leu

Tyr

Ile

70

Gly

Met

Trp

Trp

Glu

Thr

Trp

55

Asp

Arg

Thr

Asp

Leu

Glu

Cys

40

Val

Ala

Phe

Ser

Tyr
120

Leu

Ser

25

Thr

Arg

Gly

Thr

Leu

105

Gly

Leu

10

Gly

Ala

Gln

Ser

Tle

30

Thr

Gly

Val

Gly

Ser

Ala

Ser

75

Ser

Ala

Asn

Ala

Asp

Gly

Pro

60

Gly

Lys

Ala

val

Val

Leu

Phe

45

Gly

Ser

Thr

Asp

Gly
125

Leu

Val

30

Ser

Lys

Thr

Ser

Thr
110

Trp

Lys

15

Lys

Phe

Gly

Tyr

Ser

35

Ala

Gly

Gln Ala Ser Gln Ser Val Tyr Gln Asn Asn Tyr Leu Ser

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 365

<210> 366
<211>9
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 366

5

10

Gly Ala Ala Thr Leu Ala Ser

1

141

5

Gly

Pro

Thr

Leu

Tyr

80

Thr

Thr

Tyr
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15

20

25

30

35

40

<210> 367
<211>6
<212> PRT

ES 2610607 T3

Ala Gly Ala Tyr Arg Asp Val Asp Ser

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 367

<210> 368
<211> 18
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 368

Cys Tle Asp Ala Gly Ser Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Val
15

1

Asn Gly

<210> 369
<211>13
<212> PRT

5

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 369

5

Ser Thr Tyr Tyr Ile Tyr

1

5

10

Trp Asp Tyr Gly Gly Asn Val Gly Trp Gly Tyr Asp Leu

1

<210> 370
<211> 363
<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 370

atggacacga
acatttgete
gtecaccatca
cagcagaaac
ggggtcccat
gacetggagt
tect

<210> 371

<211> 390
<212> ADN

gggoccccac
aagtgetgac
attgccagge
cagggcagcc
cgcggttcaa

gtgacgatge

<213> Oryctolagus cuniculus

5

tcagetgeotyg
ccagactcea
cagtcagagt
tcccaagetce
aggcagtgga

tgcocacttac

gggctoctge
tecteegtgt
gtttatcaga
ctgatctatg
tctgggacac

tactgtgeag

142

10

tgetetgget
ctgcagetgt
acaactactt
gtgcggoecac
agttcactct

gegattatag

cocaggtgee

gggaggcaca

atcectggttt
tctggecatcet
caccatcagc

ggatgtggat

60

120

180

240

300

360

363
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15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 371

atggagactg
tegttggagg
acagcctctyg
gggaaggggc
gcgacctggyg
caaatgacca

ggtggtaatg

ggctgegetyg
agtceggggg
gattctcectt
tggagtggat
tgaatggeccg
gtetgacage

ttggttagggg

<210> 372

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 372

ES 2610607 T3

gettatoctyg
agacctggte
tactagtacc
cgeatgtatt
attcaccatc
cgeggacacy

ttatgactty

caggccagtc agagtgttta tcagaacaac tacttatcc 39

<210> 373

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 373
ggtgcggceca ctetggceate t

<210> 374

<211> 27

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 374
gcaggcgctt atagggatgt ggattct

<210> 375

<211>18

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 375
agtacctact acatctac

<210> 376

<211> 54

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 376

21

18

gtegetgtge
aageetgggg
tactacatct
gatgctggta
tccaaaacct

gacacetatt

tgtattgatg ctggtagtag tggtagcact tactacgcga cctgggtgaa tggc 54

<210> 377

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 377

tgggattatg gtggtaatgt tggttggggt tatgacttg 39

<210> 378

143

tcaaaggtgt
cateccctgac
actgggtccg
gtagtggtag
agtcgaccac

tetgtgegaa

ceagtgtoag
actecacctge
ccaggctcca
cacttactac

ggtgactctg

atgggattat

60

120

180

240

300

360

380



10

15

<211>120
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 378

Met
1

Leu

Val

Gln

Pro

65

Pro

Ile

Tyr

<210> 379
<211>127
<212> PRT

Asp

Pro

Glu

Ser

50

Pro

Ser

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Asp

Asp
115

Arg

Ala

20

Ala

Ser

Phe

Phe

Leu

100

Ser

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 379

Ala

Arg

Val

Ser

Leu

Lys

85

Glu

Val

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Tyr

Ile

70

Gly

Cys

Ser

Thr

Ala

Gly

Leu

53

Tyr

Ser

Ala

Asn

Gln

Phe

Thr

40

Ala

Arg

Gly

Asp

Pro
120

144

Leu

Glu
25

Val

Trp

Ala

Ser

Ala
105

Leu

10

Leu

Thr

Tyr

Ser

Gly

80

Ala

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

75

Thr

Thr

Leu

Gln

Lys

Gln

60

Leu

Glu

Tyr

Leu

Thr

Cys

45

Lys

Ala

Phe

Tyr

Leu

Pro

30

Gln

Fro

Ser

Thr

Cys
110

Leu

15

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

95

Gln

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

80

Thr

Ser



10

15

20

25

ES 2610607 T3

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp Leu Leu Leu Val Ala

Val Gln Cys Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Asp
20 25

Glu Gly Ser Leu Thr Leu Thr Cys Lys Ala Ser Gly
35 40

Thr Tyr Trp Phe Met Cys Trp Val Arg Gln Ala Pro
50 55 60

Glu Trp TIle Ala Cys Ile Tyr Thr Gly Ser Ser Gly
65 70 75

Ala Ser Trp Val Asn Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys
85 80

Thr Val Thr Leu Gln Met Thr Ser Leu Thr Ala Ala
100 105

Tyr Phe Cys Ala Arg Gly Tyr Ser Gly Tyr Gly Tyr
115 120

<210> 380

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 380

val

Leu

Leu

45

Gly

Ser

Thr

Asp

Phe
125

Leu

Val
30

Asp

Lys

Thr

Ser

Thr

110

Lys

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5 10

<210> 381

<<211>7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 381

Arg Ala Ser Thr Leu Ala Ser
1 5

<210> 382

<211> 10

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 382

145

Lys
15

Lys

Leu

Gly

Phe

Ser

Ala

Leu

Gly

Fro

Gly

Leu

Tyr

g0

Thr

Thr



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 383
<211>6
<212> PRT

ES 2610607 T3

Gln Ser Tyr Tyr Asp Ser Val 8Ser Asn Pro

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 383

<210> 384
<211> 18
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 384

5

Thr Tyr Trp Phe Met Cys

1

5

10

Cys Tle Tyr Thr Gly Ser Ser Gly Ser Thr FPhe Tyr Ala Ser Trp Val
10

1

Asn Gly

<210> 385
<211>10
<212> PRT

5

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 385

<210> 386
<211> 360
<212> ADN

15

Gly Tyr Ser Gly Tyr Gly Tyr Phe Lys Leu

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 386

atggacacga
agatgtgcat
gtcaccatca
aaaccaggge
ceatagegat

gagtgtgeceg

<210> 387
<211> 381
<212> ADN

gggococcac
tcgaattgac
agtgccagge
agectoccaa
teaaaggeayg

atgetgecac

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 387

tcagetgetyg
ccagactcca
cagtcagagc
gttectgate

tggatetggy

ttactactgt

5

gggetaectge
tecteegtgg
attagtagtt
tacagggegt
acagagttea

caaagetatt

146

tgctcetgget
aggcagctgt
acttagcctg
cecactetgge

ctetcaceat

atgatagtgt

10

cccaggtgeo
gggaggcaca
gtatcagcagy
atetggggte
cagegacetg

ttcaaatect

&0

120

180

240

300

360



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

atggagactg

tegttggagy
aaagcctctyg
gggaaggygc
gegagetggyg
caaatgacca

ggttatggtt

ggctgegetg

agtccgggyy
gactcgacct
tggagtyggat
tgaatggeeg
gtetgacage

attttaagtt

ES 2610607 T3

gcttctectg gtogetgtge tcaaaggtgt

agacctggtc aagcctgagg gatcectgac

cggtacctac tggttcatgt goctgggtccg

cgettgtatt tatactggta gtagtggttc

attecaccate tecaaaacet egtegaccac
cgeggacacy gocacttatt tttgtgegag

g

<210> 388

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 388
caggccagtc agagcattag tagttactta gcc

<210> 389

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 389
agggcgtcca ctetggceate t

<210> 390

<211> 30

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 390
caaagctatt atgatagtgt ttcaaatcct 30

<210> 391

<211>18

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 391
acctactggt tcatgtgc

<210> 392

<211> 54

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 392

tgtatttata ctggtagtag tggttccact ttctacgcga gectgggtgaa tgge 54

<210> 393

<211> 30

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 393
ggttatagtg gttatggtta ttttaagttg

<210> 394
<211> 124
<212> PRT

33

21

18

30

147

ccagtgtcag

actcacctge
ccaggctcca
cactttctac

ggtgactetg

aggttatagt

60

120

130

240

300

360

381



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 394

Met
1

Leu

vVal

Gln

Gly
65

Gly

Leu

Ala

<210> 395
<211> 130
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

Val

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

35

val

Pro

Pro

Ile

Ala
115

Arg

Val

Ala

Tyr

Pro

Ser

Ser

100

Ile

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 395

Ala

Thr

Val

Lys

Lys

Arg

85

Asp

Thr

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Asn

Leu

70

Phe

val

Gly

Thr

Ala

Gly

Asn

55

Leu

Lys

Gln

Ser

Gln

Ile

Thr

40

Gln

Ile

Gly

Cys

Ile
120

148

Leu

Glu

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp

105

Asp

Leu

10

Met

Ser

Ser

Gly

Gly

90

Asp

Thr

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Asp

Leu

Gln

Ser

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Ser

Cys

45

Gln

Ala

Thr

Thr

Leu

Pro

Gln

Gln

Leu

Glu

Tyr
110

Leu

15

Phe

Ala

Lys

Ala

Phe

25

Tyr

Trp

Ser

Ser

Ser

Ser

a0

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Gly

Ser

Glu
65

Ser

val

Phe

Asp

<210> 396
<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Ala

Ser

50

Trp

Trp

Thr

Cys

Leu
130

Thr

Cys

Ser

35

Tyr

Ile

Ala

Leu

Ala
115

Gly

Gln

20

Leu

Phe

Ala

Lys

Gln

100

Arg

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 396

<210> 397
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Ile

Cys

Gly

Met

Glu

ES 2610607 T3

Arg

Leu

Leu

Cys

Ile

70

Arg

Thr

Trp

Trp

Glu

Thr

Trp

55

Tyr

Phe

Ser

Ala

Leu

Glu

Cys

40

Val

Gly

Thr

Leu

Tyr
120

Leu

Ser

25

Thr

Arg

Gly

Ile

Thr

105

Ser

Leu

10

Gly

Thr

Gln

Asp

Ser

90

Ala

Gln

Val

Gly

Ser

Ala

Gly

75

Lys

Ala

Gly

Ala

Asp

Gly

Pro

60

Ser

Thr

Asp

Tyr

Val

Leu

Phe

45

Gly

Thr

Ser

Thr

Phe
125

Leu

Val

30

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ala

110

Gly

Lys

15

Lys

Phe

Gly

Tyr

Thr

95

Thr

Ala

Gln Ala Ser Gln Ser Val Tyr Lys Asn Asn Gln Leu Ser

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 397

<210> 398
<211>12
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

5

10

Gly Ala Ser Ala Leu Ala Ser

1

149

5

Gly

Pro

Ser

Leu

Ala

80

Thr

Tyr

Phe



10

15

20

25

30

35

40

<400> 398

<210> 399
<211>6

<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 399

<210> 400
<211> 17

<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 400

1

Gly

<210> 401
<211> 14
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 401

Glu Trp Ala Tyr Ser Gln Gly Tyr Phe Gly Ala Phe Asp Leu

1

<210> 402
<211> 372
<212> ADN
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 402

atggacacga
acatttgcca
gtcagcatoca
cagcagaaat
ggggtcoccat
gacgtgcagt

gatacggatg

<210> 403
<211> 390
<212> ADN
<213> Oryctolagus cuniculus

ES 2610607 T3

Ala Gly Ala Ile Thr Gly Ser Ile Asp Thr Asp Gly

1

gggocccoac
tcgaaatgac
gttgccagge
cagggcagecs
cgeggttcaa
gtgacgatge

gt

5

10

Ser Ser Tyr Phe Ile Cys

1

5

tcagctgetyg
ccagagtcca
cagtcagagt
teccaagete
aggcagtgga

tgccacttac

5

10

gggcteoctge
ttctecogtgt
gtttataaga
ctgatetatg
tctgggacag

tactgtgeag

150

10

tgctctgget
ctgcagectgt
acaaccaatt
gtgecatcegge
agttcactet

gogotattac

cccaggtgtce

gggaggcaca

atcctggtat
tetggeatet
caccatcage

tggtagtatt

Cys Ile Tyr Gly Gly Asp Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys
5 15

60
120
180
240
300
360

372



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 403

atggagacty

tegttggagy

acaacttctg

gggaaggggc
agetgggega
atgaccagtce

agtcaaggtt

ggctgcgctg
agtceggggy

gattctectt

tggagtggat
aaggocgatt
tgacagocoge

attttggtge

ES 2610607 T3

gcttoctectyg
agacctggtce
cagtagcagc
cgeatgeatt
caccateteoo

ggacacggca

ttttgatcte

<210> 404

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 404

caggccagtc agagtgttta taagaacaac caattatcc

<210> 405

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 405
ggtgcatcgg ctctggcatc t

<210> 406

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 406
gcaggcgcta ttactggtag tattgatacg gatggt

<210> 407

<211>18

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 407
agcagctact tcatttgc

<210> 408

<211> 51

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 408

gtcgctgtge

aagcctgggy

tacttecattt

tatggtggtyg
aaaaccotegt

acctatttet

39

21

36

18

tgcatttatg gtggtgatgg cagcacatac tacgcgagct gggcgaaagg c 51

<210> 409

<211> 42

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 409

151

tcaaaggtgt

catcecctgac

gctgggtceg

atggcagcac
cgaccacggt

gtgcgagaga

ccagtgtcag

actcacectge

ccaggctcca

atactacgeg

gacgetgeaa

atgggecatat

60

120

180

240

300

360

350



10

15

ES 2610607 T3

gaatgggcat atagtcaagg ttattttggt gcttttgatc tc

<210> 410
<211> 124
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 410

Met
1

Leu

Val

Glu

Pro
65

Ser

Ile

Thr

<210> 411
<211> 124
<212> PRT

Asp

Pro

Glu

Asp

30

Pro

Ser

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Asp

Gly
115

Ala

20

Ala

Ser

Leu

Phe

Leu

100

Thr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 411

Ala

Arg

Val

Ser

Leu

Lys

85

Glu

Ile

Pro

Cys

Gly

Tyr

Ile

70

Gly

Cys

Ser

42

Thr

Asp

Gly

Leu

35

Tyr

Ser

Ala

Ile

Gln

Val

Thr

40

Ala

Ala

Gly

Asp

Ser
120

152

Leu

Val
25

Val

Trp

Ala

Ser

Ala
105

Asp

Leu

10

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

80

Ala

Gly

Gly

Thr

Ile

Gln

Asn

75

Thr

Thr

Asn

Leu

Gln

Lys

Gln

60

Leu

Glu

Tyr

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Lys

Glu

Tyr

Tyr

Leu

Pro

30

Gln

Pro

Ser

Thr

Cys
110

Leu

15

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu

95

Gln

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

g0

Thr

Cys



ES 2610607 T3

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp lLeu lLeu Len Val Ala Val Leu Lys Gly
1 5 10 15

Val Gln Cys Gln Ser Val Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro
20 25 30

Gly Thr Pro Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser
35 40 45

Ser Tyr Phe Met Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Glu Gly Len Glu
50 55 60

Tyr Ile Gly Phe Ile Asn Pro Gly Gly Ser Ala Tyr Tyr Ala Ser Trp

65 70 75 80

Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Ser Ser Thr Thr Val Asp Leu
85 80 95

Lys Ile Thr Ser Pr¢ Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala
100 105 110

Arg Val Leu Ile Val Ser Tyr Gly Ala FPhe Thr Ile
115 120

<210> 412

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 412

Gln Ala Ser Glu Asp Ile Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 413

<<211>7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 413

Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5

<210> 414

<211> 14

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 414

153



10

15

20

25

30

35

40

45

Gln Cys Thr Tyr Gly Thr Ile Ser Ile Ser Asp Gly Asn Ala

1

<210> 415

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 415

<210> 416

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 416

Phe Ile Asn Pr¢ Gly Gly Ser Ala Tyr Tyr Ala Ser Trp Val Lys Gly

1 5

<210> 417

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 417

ES 2610607 T3

5

10

Ser Tyr Phe Met Thr

1

5

10

15

Val Leu Ile Val Ser Tyr Gly Ala Phe Thr Ile

1

<210> 418

<211> 372

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 418

atggacacga
agatgtgatyg
gtcaccatca
aaaccagggc
tcatcgegat
gagtgtgceg

gatggtaatg

gggccoccac
ttgtgatgac
agtgccaggce
agcectceccaa
tcaaaggcag
atgectgecac

ct

<210> 419

<211> 372

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 419

5

tcagctgetg
ccagactcea
cagtgaggat
gctcocctgatce

tggatctggg

ctattactgt

gggctcctge
goctcogtgyg
attagtaget
tatgctgeat
acagagtaca

caatgtactt

154

10

tgctctgget
aggcagectgt
acttagectg
ccaatctgga
ctctcaccat

atggtactat

cccaggtgec
gggaggcaca
gtatcagecag
atctggggtc
cagcgaccty

ttctattagt

120

180

241

300

340

372



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
teggtggagy
acagtctctyg
gaggggctgy

gtgaaaggcc

ccgacaacey

ggctgegetg
agtceggggy
gattctccct
aatacatcgg
gattcaccat

aggacacggce

ES 2610607 T3

gcttetectyg
tegectggte
cagtagctac
attcattaat
ctccaagtce

cacctattte

gtegetgtge
acgectggga
ttcatgacct
cctggtggta
tcgaccacgg

tgtgecagyg

gectttacea te

<210> 420

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 420
caggccagtg aggatattag tagctactta gcc 33

<210> 421

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 421
gctgcatcca atctggaatc t 21

<210> 422

<211> 42

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 422
caatgtactt atggtactat ttctattagt gatggtaatg ct 42

<210> 423

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 423
agctacttca tgacc 15

<210> 424

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 424
ttcattaatc ctggtggtag cgcttactac gcgagcetggg tgaaaggc 48

<210> 425

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 425
gttctgattg tttcttatgg agcctttacc ate 33

<210> 426

<211> 124
<212> PRT

155

tcaaaggtgt
cacccctgac
gggt.ccgeca
gcgcttacta
tagatctgaa

ttetgattgt

ccaatgteag
actcacctge
ggctccaggyg
cgcgagetgg
aatcaccagt

ttettatgga

60

120

180

240

300

360

372



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 426

Met
1

Leu

vVal

Glu

Pro
65

Ser

Ile

Thr

<210> 427
<211> 124
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Asp

50

Pro

Ser

Ser

Tyr

Thr

Ala

33

Ile

Lys

Arg

Asp

Gly
115

Arg

Ala

20

Ala

Glu

Leu

Phe

Leu

100

Ile

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 427

Ala

Arg

Val

Ser

Leu

Lys

85

Glu

Ile

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Tyr

Ile

70

Gly

Cys

Ser

Thr

Asp

Gly

Leu

55

Tyr

Ser

Ala

Ile

Gln

Val

Thr

40

Ala

Gly

Gly

Asp

Ser
120

156

Leu

Val

25

Val

Trp

Ala

Ser

Ala

105

Asp

Leu
10

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

90

Ala

Gly

Gly

Thr

Ile

Gln

Asn

75

Thr

Thr

Asn

Leu

Gln

Lys

Gln

60

Leu

Glu

Tyr

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Lys

Glu

Phe

Tyr

Leu

Pro

30

Gln

Pro

Ser

Thr

Cys
110

Leu
15

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu

25

Gln

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Gly

Ser

Tyr

65

Ala

Lys

<210> 428
<211> 11
<212> PRT

Glu

Gln

Thr

Tyr

50

Ile

Lys

Ile

Val

Thr

Cys

Pro

35

Phe

Gly

Gly

Thr

Leu

Gly

Gln

20

Leu

Met

Phe

Arg

Ser

100

Val

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 428

<210> 429
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Thr

Met

Phe

85

Pro

Val

ES 2610607 T3

Arg

Val

Leu

Trp

Asn

70

Thr

Thr

Ala

115

Trp

Glu

Thr

Val

53

Thr

Ile

Thr

Tyr

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Gly

Ser

Glu

Gly

Leu

Ser

25

Thr

Gln

Asp

Lys

Asp

105

Ala

Leu

10

Gly

Val

Ala

Asn

Thr

80

Thr

Phe

Val

Gly

Ser

Fro

Ala

75

Ser

Ala

Asn

120

Ala

Arg

Gly

Gly

60

Tyr

Thr

Thr

Ile

Val

Leu

Phe

45

Glu

Tyr

Thr

Tyr

Leu

Val

30

Ser

Gly

Ala

Val

Phe
110

Gln Ala Ser Glu Asp Ile Glu Ser Tyr Leu Ala

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 429

<210> 430
<211> 14
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 430

5

10

Gly Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1

157

5

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Ser

Asp

95

Cys

Gly

Pro

Ser

Glu

Trp
80

Leu

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 431
<211>5
<212> PRT

Gln Cys Thr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 431

<210> 432
<211> 16
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 432

ES 2610607 T3

5

10

Ser Tyr Phe Met Thr

1

5

Tyr Gly Ile Ile Ser Ile Ser Asp Gly Asn Ala

Phe Met Asn Thr Gly Asp Asn Ala Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
10

1

<210> 433
<211> 11
<212> PRT

5

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 433

<210> 434
<211> 372
<212> ADN

Val Leu Val Val Ala Tyr Gly Ala Phe Asn Ile

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 434

atggacacga
agatgtgatg
gteaccatea
aaaccagggc
tcatcgoggt
gagtgtgecy

gatggtaaty

<210> 435
<211> 372
<212> ADN

gggaeccodad
ttgtgatgac
agtgecagge
agcctcoccaa
tcaaaggcag
atgctgecac

ct

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 435

5

teagetgeoty
ccagacteca
cagtgaggac
gctcetgate

tggatctggy

ttactattgt

gggctoctge
gactecgtgt
attgaaaget
tatggtgeat
acagagttca

caatgcactt

158

tgetoetgget
ctgeagetgt
atetagoety
ccaatctgga
ctctcaccat

atggtattat

10

cocaggtged
gggaggecaca
gtatecageag
atctggggte
cagcgacctg

tagtattagt

60

120

180

240

300

360

372



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
teggtggagy
acagtgtctyg
gaggggetgy
gcgaaaggoc
ccgacaacceyg

goctttaaca

ggctgegetyg
agtccggggy
gattctcecct
aatacatcgg
gattcaccat
aggacacgge

te

ES 2610607 T3

getteteetyg ghegetgtge

togectggte
cagtagctac
attcatgaat
ctocaaaacce

cacctattte

<210> 436

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 436
caggccagtg aggacattga aagctatcta gcc 33

<210> 437

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 437
ggtgcatcca atctggaatc t 21

<210> 438

<211> 42

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 438
caatgcactt atggtattat tagtattagt gatggtaatg ct 42

<210> 439

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 439
agctacttca tgacc 15

<210> 440

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 440

acgoctggga
ttcatgacct
actggtgata
tocgaccacgg

tgtgocaggy

ttcatgaata ctggtgataa cgcatactac gcgagctggg cgaaaggce 48

<210> 441

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 441
gttcttgttg ttgcttatgg agcctttaac atc 33

<210> 442
<211> 124
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

159

tcaaaggtgt
cacecctgac
gggtccgceca
acgcatacta
tggatctgaa

ttettgtigt

ccagtgtcayg
actcacctge
ggctccaggg
cgcgagetgg
aatcaccagt

tgettatgga

60
120
180
240
300
360

372



10

<400> 442

Met
1

Leu

Val

Lys

Gly

65

Gly

Leu

Gln

<210> 443
<211>127
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

Val

Thr

Gly

Thr

Gly

Glu

35

Val

Pro

Pro

Ile

Gly
115

Arg

Ala

20

Pro

Met

Pro

Ser

Ser
100

Tyr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 443

Ala

Thr

Val

Aszsn

Lys

Arg
85

Asp

Thr

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Aszsn

Leu

70

Phe

Val

Gly

Thr

Ala

Gly

Aszsn

53

Leu

Ser

Gln

Tyr

Gln

Ala

Thr

40

Tyr

Ile

Gly

Cys

Ser
120

160

Leu

Val

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp
105

Asp

Leu

10

Leu

Ser

Ala

Gly

Gly
80

Asp

His

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Gly

Leu

Gln

Ser

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Thr

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Asn

Thr

Thr

Leu

Pro

30

Gln

Gln

Leu

Gln

Tyr
110

Leu

15

Ser

Ser

Lys

Ala

Phe
85

Tyr

Trp

Pro

Ser

Fro

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Asp

Ser

Trp
65

Ala

Lys

Arg

<210> 444
<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Glu

Tyr

30

Ile

Lys

Met

Gly

Thr

Cys

Thr

35

Pro

Gly

Gly

Thr

Ser
115

Gly

Gln

20

Leu

Met

Phe

Arg

Ser

100

Tyr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 444

<210> 445
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Asn

Ile

Phe

85

Pro

Val

ES 2610607 T3

Arg

Val

Leu

Trp

Aszsn

70

Thr

Thr

Ser

Trp

Glu

Thr

Val

35

Thr

Ile

Thr

Ser

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Gly

Ser

Glu

Gly
120

Leu

Ser

25

Thr

Gln

Gly

Lys

Asp

105

Tyr

Leu

10

Gly

Val

Ala

Thr

Thr

80

Thr

Ala

Val

Gly

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Ala

Tyr

Ala

Arg

Gly

Gly

Val

Thr

Thr

Tyr

Val

Leu

Ile

45

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Phe
125

Leu

Val

30

Asp

Gly

Ala

Val

Phe

110

Aszn

Lys

15

Lys

Leu

Leu

Ser

Asp

85

Cys

Val

Gln Ser Ser Lys Ser Val Met Asn Asn Asn Tyr Leu Ala

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 445

<210> 446
<211>12
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 446

5

10

Gly Ala Ser Asn Leu Ala Ser

1

5

161

5

10

Gln Gly Gly Tyr Thr Gly Tyr Ser Asp His Gly Thr
1

Gly

Fro

Ser

Glu

Trp
80

Leu

Ala



ES 2610607 T3

<210> 447

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 447

Ser Tyr Pro Met Asn
1 5

<210> 448

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 448

Phe Ile Asn Thr Gly Gly Thr Ile Val Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
1 5 10 15

20

25

30

35

40

<210> 449
<211> 14
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 449

Gly Ser Tyr Val Ser Ser Gly Tyr Ala Tyr Tyr Phe Asn Val

1

<210> 450
<211> 372
<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 450

atggacacga
acatttgccg
gtcagcatca
cagcagaaac
ggggteccat
gacgtgcagt
gatcatggga
<210> 451

<211> 381
<212> ADN

gggccoccac
ccgtgetgac
gttgccagtce
cagggcagee
cacggtteag
gtgacgatge

ct

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 451

5

tcagctgetg
ccagactcca
cagtaagagt
toccaagete
cggcagtgga

tgeccacttac

gggcteoctge
tcteceocgtgt
gttatgaata
ctgatetatg
tetgggacac

tactgtcaag

162

10

tgctcoctgget
ctgaacctgt
acaactactt
gtgecatecaa
agttecactet

gceggttatac

cccaggtgec
Jgggaggcaca
agectggtat
tetggeatet
cacecatcage

tggttatagt

60

120

180

240

300

360

372
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15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
teggtggagg
acagtctctg
aaggggctgy
gcaaaaggcc
cecgacaaceyg
tatgectact
<210> 452

<211>39
<212> ADN

ggctgcgety
agtecggagy
gaatcgacct
aatggatcgg
gattcaccat
aggacacggc

attttaatgt

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 452

ES 2610607 T3

gettetectyg
tegeoctggte
cagtagctat
attcattaat
ctccaaaacc
cacctattte

(=3

cagtccagta agagtgttat gaataacaac tacttagcc 39

<210> 453
<211>21
<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 453

ggtgcatcca atctggcatc t

<210> 454
<211> 36
<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 454

21

caaggcggtt atactggtta tagtgatcat gggact 36

<210> 455
<211>15
<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 455

agctatccaa tgaac

<210> 456
<211> 48
<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 456

15

gtegetgtge
aagectgacyg
ccaatgaact
actggtggta
tcgaccacgg

tgtgecagag

ttcattaata ctggtggtac catagtctac gcgagctggg caaaaggc 48

<210> 457
<211> 42
<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 457

ggcagttatg tttcatctgg ttatgcctac tattttaatg tc 42

<210> 458
<211> 121

163

tecaaaggtgt
aaaccctgac
gggtccgeca
ccatagtcta
tggatctgaa

geagttatgt

ccagtgtecag
actcacctge
ggctccaggy
cgcgagctgg
aatgaccagt

ttcatetggt

60

120

180

240

300

360

381



10

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 458

Met

1

Leu

Val

Gln

Gly
65

Gly

Leu

Ala

<210> 459
<211> 126
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

Val

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

35

Val

Pro

Pro

Ile

Gly

Arg

Ala

20

Ala

Tyr

Pro

Ser

Ser

100

Tyr

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 459

Ala

Thr

Val

Aszsn

Lys

Arg

Asp

Leu

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Aszsn

Leu

70

Phe

Val

Asp

115

Thr

Ala

Gly

Aszsn

53

Leu

Lys

Gln

Ser

Gln

Ala

Thr
40

Trp

Ile

Gly

Cys

Val

164

Leu

Val

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp

105

Ile

Leu

10

Leu

Ser

Ser

Lys

Gly

Asp

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Val

120

Leu

Gln

Ser

Phe

60

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Thr

Thr

Thr

Leu

Pro

30

Gln

Gln

Leu

Gln

Tyr
110

Leu

15

Ser

Ser

Lys

Ala

Phe

95

Tyr

Trp

Pro

Ser

Fro

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

30

Met

Val

Gly

Thr

Trp

Ala

Lys

Arg

<210> 460

<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Thr

Tyr

50

Ile

Lys

Ile

Glu

Thr

Cys

Pro

35

Ser

Gly

Gly

Thr

Ser
115

Gly

Gln

20

Leu

Ile

Ile

Arg

Ser
100

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 460

<210> 461
<211>7
<212> PRT

ES 2610607 T3

Leu Arg Trp Leu Leu

Ser val Glu Glu Ser
25

Thr Leu Thr Cys Thr
40

Asn Trp Val Arg Gln
55

Ile Ala Asn Ser Gly
70

Phe Thr Val Ser Lys
85

Pro Thr Thr Glu Asp
105

Met Tyr Asn Glu Tyr
120

Leu

10

Gly

Val

Ala

Thr

Thr

90

Thr

Gly

Val

Gly

Ser

Pro

Thr

75

Ser

Ala

Lys

Ala

Arg

Gly

Gly

60

Phe

Thr

Thr

Phe

Val

Leu

Phe

45

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Asn
125

Leu

Val

30

Ser

Gly

Ala

Val

Phe

110

Ile

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Asn

Asp

25

Cys

Gln Ser Ser Gln Ser Val Tyr Asn Asn Asn Trp Leu Ser

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 461

<210> 462
<211>9
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 462

<210> 463

5

10

Lys Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1 5

Ala Gly Gly Tyr Leu Asp Ser Val Ile

1

5

165

Gly

Pro

Ser

Glu

Trp

a0

Leu

Ala



10

15

20

25

30

35

40

<211>5
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 463

<210> 464

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 464

Ile Ile Ala Asn Ser Gly Thr Thr Phe Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly

ES 2610607 T3

Thr Tyr Ser Ile Asn

1

5

10

15

Glu Ser Gly Met Tyr Asn Glu Tyr Gly Lys Phe Asn Ile

1 5

<210> 465

<211>13

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 465

1

<210> 466

<211> 363

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 466
atggacacga gggccaecac
acatttgeceg ccgtgetgac
gtcagcatca gttgccagtce
cagcagaaac cagggcagoec
ggggtcccat cgeggttcaa
gacgtgcagt gtgacgatgt
att

<210> 467

<211> 378

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 467

5

teagetgetg
ccagactceca
cagtcagagt
tcccaagete
aggcagtgga

tgeccacttac

gggetectge
teteccogtgt
gtttataata
ctgatctaca
tctgggacac

tactgtgegg

166

10

tgetotgget
ctgecagetgt
acaactggtt
aggcatccac
agttcactct

geggttatet

cocaggtgoe
gggaggcaca
atcctggttt
tctggcatct
caccatcagc

tgatagtgtt

60

120

180

240

300

360
363



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2610607 T3

atggagactyg ggctgogctg gettctoctg gtegetgtge

tcggtggagy agtceggggg tegectggte acgoctggga

acagtetetyg gatteotocet cagtacctat tcaataaact
aagggectgg aatggategg aateattget aatagtggta
gogaaaggee gatteacegt cteocaazade tegaccacygg

ccgacaacog aggacacggc cacctatttc tgtgeccagag

tatggtaaat ttaacatc

<210> 468

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 468
cagtccagtc agagtgttta taataacaac tggttatcc 39

<210> 469

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 469
aaggcatcca ctctggcatc t 21

<210> 470

<211> 27

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 470
gcgggceggtt atcttgatag tgttatt 27

<210> 471

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 471
acctattcaa taaac 15

<210> 472

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 472
atcattgcta atagtggtac cacattctac gcgaactggg cgaaaggc 48

<210> 473

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 473
gagagtggaa tgtacaatga atatggtaaa tttaacatc 39

<210> 474

<211> 122
<212> PRT

167

tcaaaggtgt

cacccctgac
gggtocgeca
ccacatteta
tggatetgaa

agagtggaat

ccagtgtcag

actcacctge
ggctecaggyg
cgoegaactgy
aatcaccagt

gtacaatgaa

60

120

180

240

300

360

378



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 474

Met
1

Leu

vVal

Glu

Pro
65

Ser

Ile

Gly

<210> 475
<211>128
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Asn

50

Pro

Ser

Ser

Ala

Thr

Gly

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Asp

Thr
115

Arg

Ala

20

Ala

Tyr

Leu

Phe

Leu

100

Val

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 475

Ala

Arg

Val

Ser

Leu

Lys

85

Glu

Tyr

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Phe

Ile

70

Gly

Cys

Asp

Thr

Ala

Gly

Leu

55

Phe

Ser

Asp

Ile

Gln

Ser

Thr

40

Ala

Lys

Gly

Asp

Asp
120

Leu

Asp

25

Val

Trp

Ala

Ser

Ala

105

Asn

Leu

10

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

90

Ala

Asn

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

75

Thr

Thr

Leu

Gln

Asn

Gln

60

Leu

Gln

Tyr

Leu

Thr

Cys

45

Lys

Ala

Phe

Tyr

Leu

Pro

30

Gln

Pro

Ser

Thr

Cys
110

Leu

15

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

25

Gln

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

a0

Thr

Gln

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp Leu Leu Leu Val Ala Val Leu Lys Gly

1

5

168

10

15



10

15

20

25

30

Val

Gly

Ala

Trp
65

Ala

Lys

Arg

<210> 476
<211> 11
<212> PRT

Gln

Thr

Tyr

30

Ile

Lys

Ile

Asp

Cys

Pro

35

Ala

Thr

Gly

Thr

Ala
115

Gln

20

Leu

Met

Ile

Arg

Ser

100

Glu

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 476

<210> 477
<211>7
<212> PRT

Ser

Thr

Ile

Ile

Phe

85

Pro

Ser

ES 2610607 T3

Leu

Leu

Trp

Tyr

70

Thr

Thr

Ser

Glu

Thr

Val

35

Pro

Val

Thr

Lys

Glu

Cys

40

Arg

Aszsn

Ser

Glu

Asn
120

Ser

25

Thr

Gln

Gly

Lys

Asp

105

Ala

Gly

Val

Ala

Ile

Thr

80

Thr

Tyr

Gly

Ser

Pro

Thr

75

Ser

Ala

Trp

Arg

Gly

Gly

60

Tyr

Thr

Thr

Gly

Leu

Ile

45

Glu

Tyr

Ala

Tyr

Tyr
125

Val

30

Asp

Gly

Ala

Met

Phe

110

Phe

Gln Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Phe Leu Ala

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 477

<210> 478
<211> 12
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 478

<210> 479
<211>5
<212> PRT

5

10

Lys Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1

5

Gln Gln Gly Ala Thr Val Tyr Asp Ile Asp Asn Asn

1

<213> Oryctolagus cuniculus

5

169

10

Thr

Leu

Leu

Aszn

Asp

85

Cys

Aszn

Fro

Ser

Glu

Trp

g0

Leu

Ala

Val



10

15

20

25

30

35

<400> 479

<210> 480

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 480

Ile Ile Tyr Pro Asn Gly Ile Thr Tyr Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly
10

1 5

<210> 481

<211> 15

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 481

Asp Ala Glu Ser Ser Lys Asn Ala Tyr Trp Gly Tyr Phe Asn Val
10

1

<210> 482

<211> 366

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 482

atggacacga
agatgtgccet
gtcaccatca
aaaccagggec
tcatcgcoggt
gagtgtgacg

aataat

gggcocecac
ctgatatgac
attgccaggce
agcctcecaa
tcaaaggecayg

atgetgocac

<210> 483

<211> 384

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 483

ES 2610607 T3

Ala Tyr Ala Met Ile

1

5

tcagctgctg
ccagactcca
cagtgagaac
gcteoctgate

toggatctgag

ttactactgt

gggctcctge
teccteoccgtgt
atttatagct
ttcaaggett
acacagttca

caacagggtg

170

5

tgctctgget
ctgecagctgt
ttttggectg
ccactetgge
ctctcaccat

ctactgtgta

15

accaggtgcece
gggaggcaca
gtatcagcag
atctggggte
cagcgacctyg

tgatattgat

60

120

180

240

300

360

366



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactyg

tegetggagg

acagtttcty
gaggggctgy
gcgaaaggcc
Cogacaaccyg

gettattggg

ggotgegetyg

agtcecggggy

gaatcgacct
aatggatcac
gattcaccgt
aggacacgge

gotactttaa

ES 2610607 T3

gettetecty

tegeetggte

cagtgcctat
aatcatttat
cktccaaaacc
cacctattte

agte

gtegetgtyge

acgectggga

gcaatgatct
cctaatggta
tcgaccgega

tgtgecagag

<210> 484

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 484
caggccagtg agaacattta tagctttttg gcc 33

<210> 485

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 485
aaggcttcca ctctggcate t 21

<210> 486

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 486
caacagggtg ctactgtgta tgatattgat aataat 36

<210> 487

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 487
gcctatgcaa tgatc 15

<210> 488

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 488
atcatttatc ctaatggtat cacatactac gcgaactggg cgaaaggc 48

<210> 489

<211> 45

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 489
gatgcagaaa gtagtaagaa tgcttattgg ggctacttta acgtc 45

<210> 490
<211>122

171

tcaaaggtgt

caccectgac

gggtccgeca

tcacatacta
tggatctgaa

atgecagaaag

ccagtgteag

actcacctge

ggctccaggy
cgcgaactgy
aatcaccagt

tagtaagaat

60

120

180

240

300

360

384



10

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 490

Met
1

Leu

Val

Glu

Pro

65

Ser

Ile

Gly

<210> 491
<211>128
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Asn

30

Pro

Ser

Ser

Ala

Thr

Gly

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Asp

Thr
115

Arg

Ala

20

Ala

Tyr

Leu

FPhe

Leu

100

Val

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 491

Ala

Arg

Val

Ser

Leu

Lys

85

Glu

Tyr

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Phe

Ile

70

Gly

Cys

Asp

Thr

Ala

Gly

Leu

35

Phe

Ser

Asp

Ile

Gln

Ser

Thr

40

Ala

Arg

Gly

Asp

Asp
120

172

Leu

Asp
25

Val

Trp

Ala

Ser

Ala

105

Aszn

Leu

10

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

Aszn

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

75

Thr

Thr

Leu

Gln

Asn

Gln

60

Leu

Gln

Tyr

Leu

Thr

Cys

45

Lys

Ala

FPhe

Tyr

Leu

Fro

30

Gln

Pro

Ser

Thr

Cys
110

Leu

15

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

85

Gln

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

g0

Thr

Gln



10

15

20

25

Met

Val

Gly

Ala

Trp
65

Ala

Lys

Arg

<210> 492
<211> 11
<212> PRT

Glu

Gln

Thr

Tyr

50

Ile

Lys

Ile

Asp

Thr

Cys

Pro

35

Ala

Thr

Gly

Thr

Ala
115

Gly

Gln

Leu

Met

Ile

Arg

Ser

100

Glu

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 492

<210> 493
<211>7
<212> PRT

Leu

Ser

Thr

Ile

Ile

FPhe

85

Pro

Ser

ES 2610607 T3

Arg

Leu

Leu

Trp

Tyr

70

Thr

Thr

Ser

Trp

Glu

Thr

Val

53

Pro

val

Thr

Lys

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Aszsn

Ser

Glu

Asn
120

Leu

Ser

Thr

Gln

Gly

Lys

Asp

105

Ala

Leu

10

Gly

Val

Ala

Ile

Thr

80

Thr

Tyr

Val

Gly

Ser

Fro

Thr

75

Ser

Ala

Trp

Ala

Arg

Gly

Gly

60

Tyr

Thr

Thr

Gly

Val

Leu

Ile

45

Glu

Tyr

Ala

Tyr

Tyr
125

Leu

Val

Asp

Gly

Ala

Met

Phe

110

Phe

Gln Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Phe Leu Ala

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 493

<210> 494
<211> 12
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 494

5

10

Arg Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1

5

Gln Gln Gly Ala Thr Val Tyr Asp Ile Asp Asn Asn

1

5

173

10

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Aszn

Asp

85

Cys

Aszn

Gly

Fro

Ser

Glu

Trp

g0

Leu

Ala

Val



10

15

20

25

30

35

40

<210> 495

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 495

<210> 496

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 496

Ile Ile Tyr Pro Asn Gly Ile Thr Tyr Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly

1 5

<210> 497

<211> 15

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 497

ES 2610607 T3

Ala Tyr Ala Met Ile

1

10

Asp Ala Glu Ser Ser Lys Asn Ala Tyr

1

<210> 498

<211> 366

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 498

atggacacga
agatgtgcct
gtcaccatea
aaaceagggce
tcatcgoggt
gagtgtgacg

aataat

gggcceoccac
ctgatatgac
attgececagge
agccteccaa
tcaaaggcay

atgetgecac

<210> 499

<211> 384

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 499

5

tcagctgctg
ccagactcca
cagtgagaac
getectgate

tggatctggg

ttactactgt

gggcteoctge
tcectecgtgt
atttataget
ttecagggett
acacagttca

caacagggtg

174

5

Trp Gly Tyr Phe Asn Val

10

tgctctggct
ctgcagctgt
ttttggectyg
ccactetgge
ctctcaccat

ctactgtgta

15

cccaggtgec
gggaggcaca
gtatcageag
atctggggte
cagcgaccty

tgatattgat

60

120

180

240

300

360

366



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
tecgetggagyg
acagttteotyg
gaggggoetgy
gcgaaaggoco
ccgacaaccg

gettattggg

ggctgegetg
agtccggggg
gaatcgacct
aatggatcac
gattcaccgt

aggacacggc

getactttaa

ES 2610607 T3

gettetectyg
tegectggte
cagtgeoctat
aatcatttat
ctccaaaacc

cacctatttce

agte

gtegetgtge
acgectggga
gcaatgatet
cctaatggta
tcgaccgega

tgtgccagag

<210> 500

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 500
caggccagtg agaacattta tagctttttg gcc 33

<210> 501

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 501
agggcttcca ctctggceate t 21

<210> 502

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 502
caacagggtg ctactgtgta tgatattgat aataat 36

<210> 503

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 503
gcctatgcaa tgatc 15

<210> 504

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 504
atcatttatc ctaatggtat cacatactac gcgaactggg cgaaaggc 48

<210> 505

<211> 45

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 505
gatgcagaaa gtagtaagaa tgcttattgg ggctacttta acgtc 45

<210> 506
<211> 124
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

175

tecaaaggtgt
cacccctgae
gggtcecgeca
tcacatacta
tggatctgaa

atgcagaaag

ccagtgtcag
actcacctge
ggctecaggy
cgcgaactgg
aatcaccagt

tagtaagaat

60
120
180
240
300
360

384



10

<400> 506

Met
1

Leu

Val

Glu

His

65

Val

Thr

Gly

<210> 507

<211>123
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

30

Ser

Pro

Ile

Tyr

Thr

Gly

Ala

35

Val

Pro

Ser

Ser

Lys
115

Arg

Ala

20

Ala

Phe

Lys

Arg

Gly

100

Ser

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 507

Ala

Thr

Val

Asn

Leu

Phe

85

Val

Asp

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Asn

Leu

70

Lys

Glu

Ser

Thr

Ala

Gly

Met

35

Ile

Gly

Cys

Aszsn

Gln

Ile

Thr

40

Leu

Tyr

Ser

Asp

Asp
120

176

Leu

Glu

25

Val

Ser

Asp

Gly

Asp

105

Gly

Leu
10

Met

Thr

Trp

Ala

Ser

80

Ala

Asp

Gly

Thr

Ile

Tyr

Ser

75

Gly

Ala

Aszn

Leu

Gln

Asn

Gln

60

Asp

Thr

Thr

Val

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Leu

Gln

Tyr

Leu

Fro

30

Gln

Lys

Ala

Phe

Tyr
110

Leu
15

Ser

Ala

Pro

Ser

Thr

85

Cys

Trp

Fro

Ser

Gly

Gly

g0

Leu

Ala



10

15

20

25

Met Glu

Val Gln

Gly Thr

Arg Asn
50

Trp Ile
65

Ala Lys

Lys Met

<210> 508
<211>12
<212> PRT

Thr

Cys

Pro

35

Ser

Gly

Gly

Thr

Gly

Gln

20

Leu

Ile

Ile

Arg

Ser
100

Leu

Ser

Thr

Thr

Ile

Phe

85

Pro

ES 2610607 T3

Arg

Leu

Leu

Trp

Thr

70

Thr

Thr

Trp

Glu

Thr

Val

55

Gly

Ile

Thr

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Ser

Ser

Glu

Leu

Ser

25

Thr

Gln

Gly

Lys

Asp
105

Leu

10

Gly

val

Ala

Arg

Thr

90

Thr

Val

Gly

Ser

Pro

Thr

75

Ser

Ala

Ala

Arg

Gly

Gly

Tyr

Thr

Thr

Val

Leu

Phe

45

Glu

Tyr

Thr

Tyr

Leu

Val

30

Ser

Gly

Ala

val

Phe
110

Arg Gly His Pro Gly Leu Gly Ser Gly Asn Ile
115

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 508

<210> 509
<211>7
<212> PRT

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 509

<210> 510
<211> 13
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 510

5

120

10

Asp Ala Ser Asp Leu Ala Ser

1

5

Gln Ala Ser Glu Ser Val Phe Asn Asn Met Leu Ser

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Asn

Asp

95

Cys

Ala Gly Tyr Lys Ser Asp Ser Asn Asp Gly Asp Asn Val

1

5

177

10

Gly

Pro

Asn

Glu

a0

Leu

Ala



ES 2610607 T3

<210> 511

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 511

Arg Asn Ser Ile Thr
1 5

<210> 512

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 512

Ile Tle Thr Gly Ser Gly Arg Thr Tyr Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly

35

1 5 10 15

<210> 513

<211>10

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 513

Gly His Pro Gly Leu Gly Ser Gly Asn Ile
1 5 10

<210> 514

<211> 372

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 514
atggacacga gggecdeccac teagetgoetyg gggetectge tgetetgget cccaggtgee 60
acatttgeca ttgaaatgac ceagactcca tecccegtgt ctgecgetgt gggaggeaca 120
gtcaccatca attgccagge cagtgagagt gtttttaata atatgttate ctggtatcag 180
cagaaaccag ggcactctcec taagctcctg atctatgatg catccgatct ggcatctogg 240
gtcccatcge ggttcaaagy cagtggatct gggacacagt tcactctcac catcagtgge 300
gtggagtgtyg acgatgetge cacttactat tgtgeagggt ataazagtga tagtaatgat 360
ggcgataatg tt 372

<210> 515

<211> 369

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 515

178



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
tcgotggagg
acagtctctg
gaggggctygg
gcaaaaggeoc

cegacaaceyg

ggctgegetg
agtcecggggg
gattcteccct
aatggategg

gattcaccat

aggacacggce

ES 2610607 T3

gecttetoctg
tocgoctggte
caacaggaat
aatcattact
ctocaaaace

cacctattte

ggtaacate

<210> 516

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 516
caggccagtg agagtgtttt taataatatg ttatcc 36

<210> 517

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 517
gatgcatccg atctggcatc t 21

<210> 518

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 518
gcagggtata aaagtgatag taatgatggc gataatgtt 39

<210> 519

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 519
aggaattcaa taacc 15

<210> 520

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 520

gtegetgtge
acgecctggga
tcaataacct
ggtagtggta
togaccacgg

tgtgecagag

atcattactg gtagtggtag aacgtactac gcgaactggg caaaaggc 48

<210> 521

<211> 30

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 521
ggccatcctg gtcttggtag tggtaacatc 30

<210> 522
<211> 121
<212> PRT

179

tcaaaggtgt
caccoctgac
gggtccgocca
gaacgtacta
tggatctgaa

gecateetgyg

ccagtgtcag
actcacctgc
ggctecaggg
cgegaactgg
aatgaccagt

tettggtagt

60

120

180

240

300

360

369



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 522

Met
1

Leu

Val

Gln

Gln
65

Val

Thr

Gly

<210> 523
<211> 122
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Pro

Pro

Ile

Tyr

Thr

Gly

Ala

35

Val

Pro

Ser

Ser

Tyr
115

Arg

Ala

Ala

Tyr

Lys

Arg

Glu

100

Ser

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 523

Ala

Thr

Val

Aszsn

Leu

Phe

85

Val

Gly

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Aszsn

Leu

70

Lys

Gln

Pro

Thr

Ala

Gly

Tyr

53

Ile

Gly

Cys

Ile

Gln

Gln

Thr

40

Leu

Tyr

Ser

Asp

Ile
120

180

Leu

Val

Val

Ser

Thr

Gly

Asp

105

Thr

Leu

10

Leu

Thr

Trp

Ala

Ser

80

Ala

Gly

Thr

Ile

Tyr

Ser

75

Gly

Ala

Leu

Gln

Asn

Gln

60

Ser

Thr

Thr

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Leu

Gln

Tyr

Leu

Ala

Gln

Lys

Ala

Fhe

Tyr
110

Leu

15

Ser

Ser

Fro

Ser

Thr
95

Cys

Trp

Ser

Ser

Gly

Gly

80

Leu

Gln



10

15

20

25

Met Glu Thr Gly

Val Gln Cys Gln
20

Gly Thr Pro Leu
35

Asn Tyr Tyr Ile
50

Trp Ile Gly Ile
65

Ala Asn Gly Arg

Leu Lys Met Thr
100

Ala Arg Gly Thr
115

<210> 524

<211> 12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 524

Leu

Ser

Thr

Gln

Ile

Phe

85

Ser

Phe

ES 2610607 T3

Arg

Leu

Leu

Trp

Tyr

70

Thr

Leu

Asp

Trp

Glu

Thr

Val

35

Ala

Ile

Thr

Gly

GCln Ser Ser Gln Ser

1

<210> 525

<<211>7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 525

<210> 526

<211> 10

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 526

5

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Gly

Ala

Thr

Tyr
120

Leu

Ser

25

Thr

Gln

Gly

Lys

Glu

105

Glu

Leu

10

Gly

Ala

Ala

Ser

Thr

80

Asp

Leu

Val

Gly

Ser

Pro

Ala

75

Ser

Thr

Ala

Arg

Gly

Gly

Tyr

Ser

Ala

Val

Leu

Phe

45

Glu

Tyr

Thr

Thr

Leu

Val

30

Ser

Gly

Ala

Thr

Tyr
110

Val Tyr Asn Asn Tyr Leu Ser

10

Thr Ala Ser Ser Leu Ala Ser

1

5

Gln Gly Tyr Tyr Ser Gly Prc Ile Ile Thr

1

5

181

10

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Thr

Val

95

Phe

Gly

Pro

Aszn

Glu

g0

Asp

Cys



10

15

20

25

30

35

40

<210> 527

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 527

<210> 528

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 528

Ile Tle Tyr Ala Gly Gly Ser Ala Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala Asn Gly
15

1

<210> 529

<211>8

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 529

<210> 530

<211> 363

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 530

5

ES 2610607 T3

Asn Tyr Tyr Ile Gln

1

5

10

Gly Thr Phe Asp Gly Tyr Glu Leu

1

atggacacga gggcecccac

5

tcagctgetg gggetectge

ccagactgca tegteegtgt

acatttgcge
gtecaccatca
cagaaaccag
gtcccatcge

gtgcagtgtyg

aagtgctgac
attgecagtc
ggcagaecteo

ggttcaaagg

acgatgetge

cagtcagagt

gtttataata

caagcetectg atetatactg

cagtggatct

cacttactac

gggacacagt

tgtcaagget

act

<210> 531

<211> 366

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 531

182

tgctetgget
ctgcagctgt
actacttatc
catccagoet

tcactctecac

attatagtgg

coccaggtgec
gggaggcaca
ctggtatcag
ggcatcotggyg
catcageogaa

tectataatt

60

120

180

240

300

340

363



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactg
tegetggagy
acagectetg
gaggggctgy
graaacggceo

agtctgacaa

ggctgcgotyg
agteeggggy
gattetecet
aatggatcgg
gattcaccat

ccgaggacac

ES 2610607 T3

gettetectg
tegectggte
caataactac
gatcatttat
cgccaaaace

ggccacctat

gagttg

<210> 532

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 532
cagtccagtc agagtgttta taataactac ttatcc 36

<210> 533

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 533
actgcatcca gcctggceatc t 21

<210> 534

<211> 30

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 534
caaggctatt atagtggtcc tataattact 30

<210> 535

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 535
aactactaca tacaa 15

<210> 536

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 536

gtegetgtge
acgectgaga
tacatacaat
gctggtggta
tcgtcgacca

ttctgtgcca

atcatttatg ctggtggtag cgcatactac gcgacctggg caaacggc 48

<210> 537

<211> 24

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 537
gggacatttg atggttatga gttg 24

<210> 538
<211>122
<212> PRT

183

teaaaggtgt
cacoeectgac
gggtecgoca
gcgcatacta

cggtggatct

gagggacatt

ceagtgteag
actcacctge
ggctecaggyg
cgcegacctgg
gaagatgacc

tgatggttat

&0

120

180

240

300

360

366



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 538

Met

1

Leu

Val

Glu

Gly

Gly

Leu

<210> 539

<211> 124
<212> PRT

Asp

Pro

Ser

Ser

50

Gln

Val

Thr

Thr

Gly

Val

35

val

Pro

Pro

Ile

Arg

Ala

20

Pro

Tyr

Pro

Ser

Ser
100

Gln

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 539

Ala

Thr

Val

Ser

Lys

Arg

85

Gly

Gly

ES 2610607 T3

Pro

Phe

Gly

Asn

Leu

70

Phe

Ala

Tyr
115

Thr

Ala

Asp

Asn

55

Leu

Lys

Gln

Tyr

Gln

Gln

Thr

40

Leu

Ile

Gly

Cys

Ser

184

Leu

val

25

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp
105

Gly

Leu
10

Leu

Thr

Ser

Arg

Gly

90

Asp

Val

Gly

Thr

Ile

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Ile
120

Leu

Gln

Ser

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Asn

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Asn

Thr

Thr

Ser

Leu

Pro

30

Gln

Gln

Leu

Gln

Tyr
110

Leu

15

Ser

Ser

Lys

Ala

Phe

95

Tyr

Trp

Pro

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys



10

15

20

25

Met

Val

Gly

Ser

Tyr

65

Ala

Lys

Arg

<210> 540

<211> 13
<212> PRT

Glu

Gln

Thr

Tyr

50

Ile

Ser

Ile

Ile

Thr

Cys

Pro

35

Phe

Gly

Gly

Thr

Len
115

Gly

Gln

20

Leu

Met

Phe

Arg

Ser

100

Ile

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 540

<210> 541
<211>7
<212> PRT

Len

Ser

Thr

Ser

Ile

Leu

85

Pro

Val

ES 2610607 T3

Arg

Val

Leu

Trp

Asn

70

Thr

Thr

Ser

Trp

Glu

Thr

Val

55

Pro

Ile

Thr

Tyr

Len

Glu

Cys

40

Arg

Gly

Ser

Glu

Gly
120

Len

Ser

25

Thr

Gln

Gly

Lys

Asp

105

Ala

Len

10

Gly

Val

Ala

Ser

Thr

90

Thr

Phe

Val Ala

Gly Arg

Ser Gly

Pro Gly

60

Ala Tyr

75

Ser Thr

Ala Thr

Thr Ile

Val

Len

Phe

45

Glu

Tyr

Thr

Tyr

Len

Val

30

Ser

Gly

Ala

Val

Phe
110

Lys

15

Thr

Leu

Len

Ser

Asp

95

Cys

Gln Ser Ser Glu Ser Val Tyr Ser Asn Asn Leu Leu Ser

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 541

<210> 542
<211>10
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 542

<210> 543

1

5

10

Arg Ala Ser Asn Leu Ala Ser

1

185

5

Gln Gly Tyr Tyr Ser Gly Val Ile Asn Ser
5 10

Gly

Pro

Ser

Glu

Trp

80

Leu

Ala
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15

20

25

30

35

40

ES 2610607 T3

<211>5
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 543

Ser Tyr Phe Met Ser
1 5

<210> 544

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 544

Phe Ile Asn Pro Gly Gly Ser Ala Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Ser Gly

1 5 10 15

<210> 545

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 545

Ile Leu Ile Val Ser Tyr Gly Ala Phe Thr Ile
1 5 10

<210> 546

<211> 366

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 546
atggacacga gggcececac teagetgetg gggctoetge tgectectgget cccaggtgec
acatttgece aagtgeotgac cecagacteca teoccetgtgt ctgteocectgt gggagacaca
gtcaccatca gttgecagte cagtgagage gtttatagta ataaccetett atectggtat
cagcagaaac cagggcagcc tcccaagotc ctgatctaca gggeoatccaa tetggeatct
ggtgtcccat cgcggttcaa aggcagtgga tctgggacac agttcactct caccatcage
ggogeacagt gtgacgatge tgecacttac tactgteaag getattatag tggtgteatt
aatagt

<210> 547

<211> 372

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 547

186

60

120

180

240

300

360

366



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atggagactyg
tcggtggagy
acagtgtctg
gaggggetygy
gegagtggeo

ccgacaacey

ggctgcgetyg
agtccggggy
gattctcect
aatacategg
gactcaccat

aggacacgge

gcctttacca te

<210> 548

<211> 39

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 548

ES 2610607 T3

gcttctceotyg
tcgecectggte
cagtagctac
attecattaat
¢tecaaaace

cacctattte

cagtccagtg agagcgttta tagtaataac ctcttatcc 39

<210> 549

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 549
agggcatcca atctggcatc t

<210> 550

<211> 30

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 550
caaggctatt atagtggtgt cattaatagt

<210> 551

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 551
agctacttca tgagc

<210> 552

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 552

21

30

15

gtcgectgtge
acgoctggga
ttcatgagcet
cctggtggta
tegaccacygg

tgtgecagga

ttcattaatc ctggtggtag cgcatactac gcgagctggg cgagtggce 48

<210> 553

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 553
attcttattg tttcttatgg agcctttacc atc

<210> 554
<211>122
<212> PRT

33

187

tcaaaggtgt

cacccctgac
gggtcoccgeca
gegeatacta
tagatctgaa

ttettattgt

ccagtgtcag
actcacctge
ggctccaggy
egegagetygyg
aatcaccagt

ttettatgga

&0

120

180

240

300

360

372



10

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 554

Met Asp Thr Arg
1

Leu Pro Gly Ala
20

Val Glu Val Ala
35

Glu Ser Ile Gly
50

Ala Pro Lys Leu
65

Pro Ser Arg Phe

Ile Thr Gly Val
100

Gly Tyr Ser Ser
115

<210> 555
<211> 128
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 555

Ala

Arg

Val

Asn

Leu

Lys

85

Glu

Ala

ES 2610607 T3

Pro

Cys

Gly

Glu

Ile

70

Gly

Cys

Asn

Thr

Ala

Gly

Leu

55

Tyr

Ser

Asp

Ile

Gln

Tyr

Thr

40

Ser

Ser

Gly

Asp

Asp
120

188

Leu

Asp
25

Val

Trp

Ala

Ser

Ala

105

Asn

Leu

10

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

90

Ala

Ala

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

75

Thr

Thr

Leu

Gln

Lys

Gln

60

Leu

Gln

Tyr

Leu

Thr

Cys

45

Lys

Ala

Phe

Tyr

Leu

Pro

30

Gln

Pro

Ser

Thr

Cys
110

Leu

15

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu

25

Gln

Trp

Ser

Thr

Gln

Val

80

Thr

Gln
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15

20

25

ES 2610607 T3

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp Leu Leu Leu Val Ala Val Lleu

Val Gln Cys Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val
20 25 30

Gly Thr Pr¢ Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser
35 40 45

Lys Tyr Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Glu Lys Gly
50 55 60

Tyr Ile Gly Tyr Ile Asp Ser Thr Thr Val Asn Thr Tyr Tyr
65 70 75

Trp Ala Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr Thr

Leu Lys Ile Thr Ser Pro Thr Ser Glu Asp Thr Ala Thr Tyr
100 105 110

Ala Arg Gly Ser Thr Tyr Phe Thr Asp Gly Gly His Arg Lleu
115 120 125

<210> 556

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 556

Gln Ala Thr Glu Ser Ile Gly Asn Glu Leu Ser
1 5 10

<210> 557

<<211>7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 557

Ser Ala Ser Thr Leu Ala Ser
1 5

<210> 558

<211> 12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 558

189

Lys

15

Thr

Leu

Leu

Ala

Val

95

Phe

Asp

Gly

Pro

Ser

Lys

Thr

g0

Asp

Cys

Leu



ES 2610607 T3

Gln Gln Gly Tyr Ser Ser Ala Asn Ile Asp Asn Ala

<210> 559
<211>5
5 <212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 559

Lys Tyr Tyr Met Ser
10 1 5
<210> 560
<211>17
<212> PRT
15 <213> Oryctolagus cuniculus

<400> 560

Tyr Ile Asp Ser Thr Thr Val Asn Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala Arg
1 5 10 15

Gly

20

<210> 561

<211> 14

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus
25

<400> 561

Gly Ser Thr Tyr Phe Thr Asp Gly Gly His Arg Leu Asp Leu
1 5 10

30 <210> 562
<211> 366
<212> ADN
<213> Oryctolagus cuniculus

35 <400> 562

atggacacga
agatgtgcet
gtcaccatca
aaaccagggc
ccategeggt
gagtgtgatg

aatget

gggceooecac
atgatatgac
agtgccagge
aggctcccaa
tcaaaggcag

atgctgecac

tcagetgety
ccagactcca
cactgagagc
gctoctgatce

tggatctggg

ttactactgt

gageteetge
goectctgtgg
attggcaatg
tattctgcat
acacagtteca

caacagggtt

tgetetgget
aggtagctgt
agttatcctg
ccactctgge
ctetcaceat

atagtagtge

cecaggtges
gggaggcaca
gtatcagcag
atctggggtce

caccggegtyg

taatattgat

60

120

180

240

300

360

366

<210> 563
40 <211> 384

190
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35
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50

ES 2610607 T3

<212> ADN
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 563

atggagactg
tcgetggagy
accgtctcety
aaggggctga
tgggegagag
agtcagacaa

gatggaggaece

ggctgegetg
agtccgggyyg
gattcteccct
aatacatcgg
gecegatteac
gtgaggacac

ateggttgga

gettoteootg
tegectggte
cagtaagtac
atacattgat
catctecaaa
ggacacatat

tete

<210> 564

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 564
caggccactg agagcattgg caatgagtta tcc 33

<210> 565

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 565
tctgcatcca ctctggceatc t 21

<210> 566

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 566
caacagggtt atagtagtgc taatattgat aatgct 36

<210> 567

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 567
aagtactaca tgagc 15

<210> 568

<211> 51

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 568

gtegetgtge
acgcctggga
tacatgagct
agtactactg
acctegacea

ttetgtgeca

tacattgata gtactactgt taatacatac tacgcgacct gggcgagagg c 51

<210> 569

<211> 42

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 569

191

tcaaaggtgt
cacccctgac
gggtccgceca
ttaatacata
cggtggatet

gaggaagtac

ccagtgtcag
actcacctge
ggctccagag
ctaocgogace
gaagatcacc

ttattttact

60
120
180
240
300
360

384



10

15

20

ES 2610607 T3

ggaagtactt attttactga tggaggccat cggttggatc tc 42

<210> 570
<211> 122
<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 570

Met Asp Thr Arg Ala Pro Thr Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Leu Pr¢ Gly Ala Arg Cys Ala Tyr Asp Met Thr Gln Thr Pro Ala Ser
20 25 30

Val Glu Val Ala Val Gly Gly Thr Val Thr Ile Lys Cys Gln Ala Thr
35 40 45

Glu Ser Ile Gly Asn Glu Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
50 55 60

Ala Pr¢ Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Thr Leu Ala Ser Gly Val
65 70 75 80

Prc Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr Leu Thr
85 80 85

Ile Thr Gly Val Glu Cys Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
100 105 110

Gly Tyr Ser Ser Ala Aszn Ile Asp Asn Ala
115 120

<210> 571

<211> 124

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 571

Met Glu Thr Gly Leu Arg Trp Leu Leu Leu Val Ala Val Leu Lys Gly
1 5 10 15

Val Gln Cys Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro
20 25 30

192



10

15

20

25

30

35

ES 2610607 T3

Gly Thr Pro Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser
35 40 45

Thr Tyr Asn Met Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly lys Gly
50 55 60

Trp Ile Gly Ser Ile Thr Ile Asp Gly Arg Thr Tyr Tyr Ala
65 70 75

Ala Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser lys Ser Ser Thr Thr Val
85 80

Lys Met Thr Ser Leu Thr Thr Gly Asp Thr Ala Thr Tyr Phe
100 105 110

Arg Ile Leu Ile Val Ser Tyr Gly aAla Phe Thr Ile
115 120

<210> 572

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 572

Gln Ala Thr Glu Ser Ile Gly Asn Glu Leu Ser
1 5 10

<210> 573

<<211>7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 573

Ser Ala Ser Thr Leu Ala Ser
1 5

<210> 574

<211> 12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 574

Gln Gln Gly Tyr Ser Ser Ala Asn Ile Asp Asn Ala
1 5 10

<210> 575

<211>5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 575

193

Len

Len

Ser

Asp

95

Cys

Ser

Glu

Trp
80

Len

Ala
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15

20

25

30

35

<210> 576
<211> 16
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 576

Ser Ile Thr Ile Asp Gly Arg Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
10

1

<210> 577
<211> 11
<212> PRT

5

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 577

<210> 578
<211> 366
<212> ADN

ES 2610607 T3

Thr Tyr Asn Met Gly

1

5

15

Ile Leu Ile Val Ser Tyr Gly Ala Phe Thr Ile

1

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 578

atggacacga
agatgtgect
gtcaccatca
aaaccaggge
ccatecgoggt

gagtgtgatg

aatgct

<210> 579
<211> 372
<212> ADN

gggccoccac
atgatatgac
agtgeccagge
aggctcoecaa
tcaaaggcag

atgctgecac

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 579

atggagactg ggctgcgetg

tcgectggagy agtcoggggy

acagtctctg gattctcecot

aaggggetgyg aatggatdgg

S

tcagctgcectg
ceagactcca
cactgagage
gectectgate

tggatctggy

ttactactgt

gcttctoctyg
tcgectggta
cagktacctac

aagtattact

gggctcectge
gectetgtyag
attggeaatg
tattctgeat

acacagttca

caacagggtt

gtcgetgtge
acgcctggga
aacatgggct

attgatggte

194

10

tgctctgget
aggtagetgt
agttatectyg
ccactetgge

ctotcaccat

atagtagtgc

tcaaaggtgt

cacccctgac

gggtccgcea

gcacatacta

cccaggtgeo
gggaggeaca
gtatcageag
atctggggte
cacoggogty

taatattgat

ccagtgtcag
actcacctgc
ggctccaggg

cgegagetgyg

60
120
180
240
300
360

366

60

120

1380

240
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55

60

ES 2610607 T3

gcgaaaggee gattcacegt ctcoccaaaage tcgaccacgg tggatctgaa aatgaccagt

ctgacaaceg gggacacgge cacctattte tgtgecagga ttettattgt ttettatggg

gectttacca te

<210> 580

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 580
caggccactg agagcattgg caatgagtta tcc 33

<210> 581

<211> 21

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 581
tctgcatcca ctctggceatc t 21

<210> 582

<211> 36

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 582
caacagggtt atagtagtgc taatattgat aatgct 36

<210> 583

<211> 15

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 583
acctacaaca tgggc 15

<210> 584

<211> 48

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 584
agtattacta ttgatggtcg cacatactac gcgagctggg cgaaaggc 48

<210> 585

<211> 33

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 585
attcttattg tttcttatgg ggcctttacc atc 33

<210> 586
<211> 105

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Dominio constante kappa de Ab1

<400> 586

195

300

360

372



10

15

20

ES 2610607 T3

Val Ala Ala Pr¢ Ser Val

Lys Ser Gly Thr Ala Ser
20

Arg Glu Ala Lys Val Gln
35

Asn Ser Gln Glu Ser Val
50

Ser Leu Ser Ser Thr Leu
65 70

Lys Val Tyr Ala Cys Glu
85

Thr Lys Ser Phe Asn Arg
100

<210> 587

<211> 315

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Dominio constante kappa de Ab1

<400> 587

Phe

Val

Trp

Thr

53

Thr

Val

Gly

gtggotgeace catcetgtett catetteocog

gectotgttg tgtgeoectget gaataactte

gtggataacyg ccctcrcaatc gggtaactcce

gacagcacct acagcctcag cagcaccctg

aaagtctacg cctgcgaagt cacccatcag

aacaggggag agtgt

<210> 588
<211> 330
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Dominio constant Gamma 1 de Ab1

<400> 588

Ile

Val

Lys

40

Glu

Leu

Thr

Glu

Phe

Cys

25

Val

Gln

Ser

His

Cys
105

Pro Pro Ser Asp

10

Leu Leu Asn Asn

Asp Asn Ala Leu

45

Azp Ser Lys Asp

60

Lys Ala Asp Tyr

75

Gln Gly Leu Ser

80

ccatoetgatg

tateccagag

caggagagtg

acgctgagca

ggcctgaget

196

Glu

Phe

30

Gln

Ser

Glu

Ser

Gln

15

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
85

agcagttgaa atctggaact

aggccaaagt acagtggaag

tcacagagca ggacagcaag

aagcagacta cgagaaacac

cgcccgtcac aaagagcttco

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

80

Val

60
120
180
240
300

315



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

63

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
225

Ser Thr

Thr Ser

Proc Glu
35

Val His
50

Ser Ser

Ile Cys

Val Glu

Ala Pro
115

Pro Lys
130

Val val

Val Asp

Gln Tyr

Gln Asp
155

Ala Leu
210

Pro Arg

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Ala
180

Trp

Pro

Glu

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

VvVal

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro
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Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln
230

Ser

Ala

vVal

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

197

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Len

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
235

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

1190

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Glu

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

16Q

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
240



10

Met

Pro

Aszsn

Leu

Val
305

Gln

<210> 589
<211>990
<212> ADN

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

ES 2610607 T3

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

<223> Gamma-1 constant domain of Ab1

<400> 589

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Leu Val

Asn Gly

Ser Asp

Arg Trp
300

Leu His

315

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Aszn

Gly

Fro

270

Ser

Gln

His

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

gectecacca
ggcacagegy
tggaactcag
ggactctact
tacatctgea
aaatcttgtyg
cegteagtet
gaggtcacat
tacgtggacyg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag

atgaccaaga

gcegtggagt

agggoceate
coctgggetg
gogocctgac
ccctcagecag
acgtgaatca
acaaaactca
tectettoce
gogtggtggt
gogtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtete
ggcagccdeyg
accaggtcag

gggagagcaa

ggtettacee
cctggtcaag
cagcggegty
cgtggtgacc
caageccage
cacatgoeoca
cocaaaacce
ggacgtgage
gcataatgec
cgtcectecacce
caacaaagcc
agaadcacag
c¢ctgacctge

tgggcageceg

ctggeaccet
gactacttce
cacaccttce
gtgocctcca
aacaccaagyg
cogtgeccag
aaggacaced
cacgaagacc
aagacaaagc
gtectgeocace
cteccageee
gtgtacacce

ctggteaaag

gagaacaact

198

cctecaagag
acgaaccggt
aggctgtect
gcagcttggyg
tygacaagag
cacctgaact
tecatgatete
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactgget
ccatcgagaa
tgcccecate
gettetatee

acaagaccac

cacctetggg
gacggtgtceg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagecc
cctgggggyga
ceggacecct
gttcaactgg
gcagtacgce
gaatggcaag
aaccatctec
ccgggaggag
cagegacate

gcctccegtg

Tyr

Aszn

Phe

Asn

Thr
320

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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ctggactceg acggectoctt cttectcoctac agcaagetca cegtggacaa gagcaggtgg 900
cagcagggga acgtcttete atgetceogtg atgeatgagg ctetgcacaa cceactacacg 960
cagaagagece tetecetgte teecgggtaaa 950
<210> 590

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 590

Val Pro Pro Gly Glu Asp Ser Lys Asp Val Ala Ala Pro His Arg
1 5 10 15

<210> 591

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 591

Gly Glu Asp Ser Lys Asp Val Ala Ala Pro His Arg Gln Pro Leu
1 5 10 15

<210> 592

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 592

Ser Lys Asp Val Ala Ala Pro His Arg Gln Pro Leu Thr Ser Ser
1 5 10 15

<210> 593

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 593

Val Ala Ala Pro His Arg Gln Pro Leu Thr Ser Ser Glu Arg Ile
1 5 10 15

<210> 594

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 594

Pro His Arg Gln Pro Leu Thr Ser Ser Glu Arg Ile Asp Lys Gln
1 5 10 15

<210> 595

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 595

Gln Pro Leu Thr Ser Ser Glu Arg Ile Asp Lys Gln Ile Arg Tyr
1 5 10 15

<210> 596

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 596

Thr Ser Ser Glu Arg Ile Asp Lys Gln Ile Arg Tyr Ile Leu Asp
1 5 10 15

<210> 597

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 597

Glu Arg Ile Asp Lys Gln Ile Arg Tyr Ile Leu Asp Gly Ile Ser
1 5 10 15

<210> 598

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 598

Asp Lys Gln Ile Arg Tyr Ile Leu Asp Gly Ile Ser Ala Leu Arg
1 5 10 15

<210> 599

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 599

Ile Arg Tyr Ile Leu Asp Gly Ile Ser Ala Leu Arg Lys Glu Thr
1 5 10 15

<210> 600

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 600

Ile Leu Asp Gly Ile Ser Ala Leu Arg Lys Glu Thr Cys Asn Lys
1 5 10 15

<210> 601

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 601

Gly Ile Ser Ala Leu Arg Lys Glu Thr Cys Asn Lys Ser Asn Met
1 5 10 15

<210> 602

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 602

Ala Leu Arg Lys Glu Thr Cys Asn Lys Ser Asn Met Cys Glu Ser
1 5 10 15

<210> 603

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 603

Lys Glu Thr Cys Asn Lys Ser Asn Met Cys Glu Ser Ser Lys Glu
1 5 10 15

<210> 604

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 604

Cys Asn Lys Ser Asn Met Cys Glu Ser Ser Lys Glu Ala Leu Ala
1 5 10 15

<210> 605

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 605

Ser Asn Met Cys Glu Ser Ser Lys Glu Ala Leu Ala Glu Asn Asn
1 5 10 15

<210> 606

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 606

Cys Glu Ser Ser Lys Glu Ala Leu Ala Glu Asn Asn Leu Asn Leu
1 5 10 15

<210> 607

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 607
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Ser Lys Glu Ala Leu Ala Glu Asn Asn Leu Asn Leu Pro Lys Met
1 5 10 15

<210> 608

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 608

Ala Leu Ala Glu Asn Asn Leu Asn Leu Pro Lys Met Ala Glu Lys
1 5 10 15

<210> 609

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 609

Glu Asn Asn Leu Asn Leu Pro Lys Met Ala Glu Lys Asp Gly Cys
1 5 10 15

<210> 610

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 610

Leu Asn Leu Pro Lys Met Ala Glu Lys Asp Gly Cys Phe Gln Ser
1 5 10 15

<210> 611

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 611

Pro Lys Met Ala Glu Lys Asp Gly Cys Phe Gln Ser Gly Phe Asn
1 5 10 15

<210> 612

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 612

Ala Glu Lys Asp Gly Cys Phe Gln Ser Gly Phe Asn Glu Glu Thr
1 5 10 15

<210> 613

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 613
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Asp Gly Cys Phe Gln Ser Gly Phe Asn Glu Glu Thr Cys Leu Val
1 5 10 15

<210> 614

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 614

Phe Gln Ser Gly Phe Asn Glu Glu Thr Cys Leu Val Lys Ile Ile
1 5 10 15

<210> 615

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 615

Gly Phe Asn Glu Glu Thr Cys Leu Val Lys Ile Ile Thr Gly Leu
1 5 10 15

<210> 616

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 616

Glu Glu Thr Cys Leu Val Lys Ile Ile Thr Gly Leu Leu Glu Phe
1 5 10 15

<210> 617

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 617

Cys Leu Val Lys Ile Ile Thr Gly Leu Leu Glu Phe Glu Val Tyr
1 5 10 15

<210> 618

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 618

Lys Ile Ile Thr Gly Leu Leu Glu Phe Glu Val Tyr Leu Glu Tyr
1 5 10 15

<210> 619

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 619
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Thr Gly Leu Leu Glu Phe Glu Val Tyr Leu Glu Tyr Leu Gln Asn
1 5 10 15

<210> 620

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 620

Leu Glu Fhe Glu Val Tyr Leu Glu Tyr Leu Gln Asn Arg Phe Glu
1 5 10 15

<210> 621

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 621

Glu Val Tyr Leu Glu Tyr Leu Gln Asn Arg Phe Glu Ser Ser Glu
1 5 10 15

<210> 622

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 622

Leu Glu Tyr Leu Gln Asn Arg Phe Glu Ser Ser Glu Glu Gln Ala
1 5 10 15

<210> 623

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 623

Leu Gln Asn Arg Phe Glu Ser Ser Glu Glu Gln Ala Arg Ala Val

<210> 624

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 624

Arg Phe Glu Ser Ser Glu Glu Gln Ala Arg Ala Val Gln Met Ser
1 5 10 15

<210> 625

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 625

Ser Ser Glu Glu Gln Ala Arg Ala Val Gln Met Ser Thr Lys Val
1 5 10 15

<210> 626

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 626

Glu Gln Ala Arg Ala Val Gln Met Ser Thr Lys Val Leu Ile Gln
1 5 10 15

<210> 627

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 627

Arg Ala Val Gln Met Ser Thr Lys Val Leu Ile Gln Phe Leu Gln
1 5 10 15

<210> 628

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 628

Gln Met Ser Thr Lys Val Leu Ile Gln Phe Leu Gln Lys Lys Ala
1 5 10 15

<210> 629

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 629

Thr Lys Val Leu Ile Gln Phe Leu Gln Lys Lys Ala Lys Asn Leu
1 5 10 15

<210> 630

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 630

Leu Ile Gln Phe Leu Gln Lys Lys Ala Lys Asn Leu Asp Ala Ile
1 5 10 15

<210> 631

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 631
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Phe Leu Gln Lys Lys Ala Lys Asn Leu Asp Ala Ile Thr Thr Pro
1 5 10 15

<210> 632

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 632

Lys Lys Ala Lys Asn Leu Asp Ala Ile Thr Thr Pro Asp Pro Thr
1 5 10 15

<210> 633

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 633

Lys Asn Leu Asp Ala Ile Thr Thr Pro Asp Pro Thr Thr Asn Ala
1 S5 10 15

<210> 634

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 634

Asp Ala Ile Thr Thr Pro¢ Asp Pro Thr Thr Asn Ala Ser Leu Leu
1 5 10 15

<210> 635

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 635

Thr Thr Pro Asp Pro Thr Thr Asn Ala Ser Leu Leu Thr Lys Leu
1 5 10 15

<210> 636

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 636

Asp Pro Thr Thr Asn Ala Ser Leu Leu Thr Lys Leu Gln Ala Gln
1 5 10 15

<210> 637

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 637
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Thr Asn Ala Ser Leu Leu Thr Lys Leu Gln Ala Gln Asn Gln Trp
1 5 10 15

<210> 638

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 638

Ser Leu Leu Thr Lys Leu Gln Ala Gln Asn Gln Trp Leu Gln Asp
1 5 10 15

<210> 639

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 639

Thr Lys Leu Gln Ala Gln Asn Gln Trp Leu Gln Asp Met Thr Thr
1 5 10 15

<210> 640

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 640

Gln Ala Gln Asn Gln Trp Leu Gln Asp Met Thr Thr His Leu Ile
1 5 10 15

<210> 641

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 641

Asn Gln Trp Leu Gln Asp Met Thr Thr His Leu Ile Leu Arg Ser
1 5 10 15

<210> 642

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 642

Leu Gln Asp Met Thr Thr His Leu Ile Leu Arg Ser Phe Lys Glu
1 5 10 15

<210> 643

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 643
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Met Thr Thr His Leu Ile Leu Arg Ser Phe Lys Glu Phe Leu Gln
1 5 10 15

<210> 644

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 644

His Leu Ile Leu Arg Ser Phe Lys Glu Phe Leu Gln Ser Ser Leu
1 5 10 15

<210> 645

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 645

Leu Arg Ser Phe Lys Glu Phe Leu Gln Ser Ser Leu Arg Ala Leu
1 5 10 15

<210> 646

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 646

Phe Lys Glu Phe Leu Gln Ser Ser Leu Arg Ala Leu Arg Gln Met
1 5 10 15
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-IL6 o fragmento de anticuerpo del mismo que comprende (i) una region variable de cadena
ligera (VL) que comprende un polipéptido CDR1 que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4, un
polipéptido CDR2 que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, y un polipéptido CDR3 que
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, y (ii) una region variable de la cadena pesada (V1) que
comprende un polipéptido CDR1 que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, un polipéptido
CDR2 que consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 120, y un polipéptido CDR3
que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, donde el anticuerpo o fragmento del mismo tiene
una constante de disociacion (KD) de menos de 50 picomolar segun se evalla por Biacore.

2. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la reivindicacion 1,

a) que esta aglucosilado,

b) que contiene una regién Fc que se ha modificado para alterar su funcion efectora, semivida, protedlisis, y/o
glucosilacion,

c) que es un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena sencilla o un anticuerpo quimeérico,

d) que es un anticuerpo humanizado se deriva de un anticuerpo anti-IL-6 humana de conejo,

e) que se une especificamente a la IL-6 expresada en células humanas y/o moléculas de IL-6 solubles
circulantes in vivo,

f) que se une especificamente a una IL-6 que se expresa en o por células humanas en un paciente con una
enfermedad en la que los niveles de IL-6 estan elevados.

donde la enfermedad se selecciona de entre fatiga general, fatiga inducida por el ejercicio, fatiga relacionada con
el cancer, fatiga relacionada con enfermedades inflamatorias, sindrome de fatiga cronica, caquexia relacionada
con el cancer, caquexia relacionada con enfermedades cardiacas, caquexia relacionada con enfermedades
respiratorias, caquexia relacionada con enfermedades renales, caquexia relacionada con la edad, artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico (LES), artritis idiopatica sistémica juvenil, psoriasis, artropatia
psoriasica, espondilitis anquilosante, enfermedad intestinal inflamatoria (IBD), polimialgia reumatica, arteritis de
células gigantes, vasculitis autoinmunitaria, enfermedad del injerto contra el huésped (GVHD), sindrome de
Sjogren, enfermedad de Still de aparicion en el adulto, osteoartritis, osteoporosis, enfermedad de Paget del
hueso, mieloma multiple, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, cancer de préstata, leucemia, cancer de
células renales, enfermedad multicéntrica de Castleman, cancer ovarico, resistencia a farmacos en quimioterapia
del cancer, toxicidad a la quimioterapia en el cancer, enfermedad isquémica cardiaca, aterosclerosis, obesidad,
diabetes, asma, esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad cerebrovascular, fiebre, respuesta de
fase aguda, alergias, anemia, anemia de inflamacion (anemia de enfermedad crénica), hipertension, depresion,
depresion asociada con enfermedad croénica, trombosis, trombocitosis, fallo cardiaco agudo, sindrome
metabolico, aborto natural, prostatitis cronica, glomerulonefritis, enfermedad inflamatoria pélvica, lesion por re-
perfusion, rechazo de implantes, gripe aviar, varicela, gripe pandémica, sindrome de dificultad respiratoria del
adulto (SDRA), sindrome respiratorio agudo severo (SARS), sepsis, sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS), un cancer, un trastorno inflamatorio, un trastorno virico, un trastorno autoinmunitario, artritis,
caquexia, y sindrome debilitante.

g) es esta unido directa o indirectamente a un marcador detectable o un agente terapéutico,

h) donde dicho anticuerpo quimérico de la reivindicacion 2(c) comprende un Fc humano que se selecciona de
entre IgG1, 1I9G2, IgG3, IgG4, 1gG5, 1gG6, IgG7, IgG8, 1gG9, 1gG10, 1IgG11, 1IgG12, 1IgG13, 1IgG14, 1IgG15, 1IgG16,
IgG17, 1gG18, 1IgG19,

i) donde dicho anticuerpo se une al menos a uno de IL-6 soluble, IL-6 expresado en la superficie celular,
complejos IL-6/IL-6R, IL-6/IL-6R/gp130 y/o multimeros de los mismos.

j) donde las regiones Vy y V| contenidas en dicho anticuerpo se originan de una o mas poblaciones de células B
de conejo,

k) donde dicho anticuerpo no tiene especificidad de union por IL-6R soluble (sIL-6R) o gp130,

1) donde dicho anticuerpo inhibe la asociacion de IL-6 con IL-6R, y/o la produccion de complejos IL-6/IL-6R/gp130
y/o la produccién de multimeros IL-6/IL-6R/gp130,

m) donde dicho fragmento se selecciona de entre un fragmento Fab, fragmento Fab’ o fragmento F(ab’).,

n) donde dicho anticuerpo comprende ademas un resto efector que se selecciona de entre

(i) un resto detectable seleccionado de entre un colorante fluorescente, una enzima, un sustrato, un material
bioluminiscente, un material radioactivo, o un material quimioluminiscente, o

(ii) un resto funcional que se selecciona de entre estreptavidina, avidina, biotina, una citotoxina, un agente
citotdxico, o un material radioactivo,

o) donde dicho anticuerpo antagoniza los efectos bioldgicos de una o mas IL-6 soluble, IL-6 expresada en la
superficie celular, complejos IL-6/IL-6R, IL-6/IL-6R/gp130 y/o complejos multimeros IL-6/IL-6R/gp130,

p) donde dicho anticuerpo se une a un epitopo de IL-6 lineal o conformacional,

q) que es un anticuerpo de cadena sencilla que se selecciona de entre scFv, camelicuerpos, nanocuerpos,
IgNAR, SMIP, y combinaciones de los mismos.
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3. Un anticuerpo anti-IL6 o fragmento de anticuerpo del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende
una cadena V_ y una cadena Vy, respectivamente que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO:2 'y
SEQ ID NO:3; SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:18; SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:19; SEQ ID NO:20 y SEQ ID NO:3; SEQ
ID NO:20 y SEQ ID NO:18; o SEQ ID NO:20 y SEQ ID NO:19, o un anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo
que comprende una cadena V| y una cadena Vy, respectivamente, que comprenden secuencias de aminoacidos que
tienen al menos un 90 % o mas de homologia con estas.

4. Una secuencia de acido nucleico que codifica un anticuerpo anti-IL-6 humana o un fragmento de anticuerpo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 3.

5. Un vector que comprende una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4.

6. Una célula recombinante que expresa un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 — 3.

7. Una composicion farmacéutica o diagnostica que contiene al menos un anticuerpo IL-6 o un fragmento de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8. La composicion farmacéutica o diagndstico de la reivindicacion 7,

a) que comprende al menos un estabilizador,

b) que esta liofilizado, o

c) que comprende uno o mas anticuerpos anti-IL-6 que comprende (a) una cadena Vy que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 3, 18, 0 19; y (b) una cadena V| que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 2 0 20, o un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un fragmento derivado de los mismos.

9. Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 3 para su uso
en un agente terapéutico o diagnostico.

10. El uso de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 3
en la fabricacién de un medicamento o en la fabricacion de un agente para su uso en un método de tratamiento.

11. Un anticuerpo o fragmento para su uso en un agente terapéutico de acuerdo con la reivindicacion 9 o el uso de
acuerdo con la reivindicacion 10:

a) donde la enfermedad o afeccién que se va a tratar se selecciona de entre fatiga general, fatiga inducida por el
ejercicio, fatiga relacionada con el cancer, fatiga relacionada con enfermedades inflamatorias, sindrome de fatiga
cronica, caquexia relacionada con el cancer, caquexia relacionada con enfermedades cardiacas, caquexia
relacionada con enfermedades respiratorias, caquexia relacionada con enfermedades renales, caquexia
relacionada con la edad, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico (LES), artritis idiopatica sistémica
juvenil, psoriasis, artropatia psoriasica, espondilitis anquilosante, enfermedad intestinal inflamatoria (IBD),
polimialgia reumatica, arteritis de células gigantes, vasculitis autoinmunitaria, enfermedad del injerto contra el
huésped (GVHD), sindrome de Sjogren, enfermedad de Still de aparicion en el adulto, osteoartritis, osteoporosis,
enfermedad de Paget del hueso, mieloma multiple, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, cancer de proéstata,
leucemia, cancer de células renales, enfermedad multicéntrica de Castleman, cancer ovarico, resistencia a
farmacos en quimioterapia del cancer, toxicidad a la quimioterapia en el cancer, enfermedad isquémica cardiaca,
aterosclerosis, obesidad, diabetes, asma, esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad
cerebrovascular, fiebre, respuesta de fase aguda, alergias, anemia, anemia de inflamaciéon (anemia de
enfermedad cronica), hipertension, depresion, depresion asociada con enfermedad croénica, trombosis,
trombocitosis, fallo cardiaco agudo, sindrome metabdlico, aborto natural, prostatitis crénica, glomerulonefritis,
enfermedad inflamatoria pélvica, lesion por re-perfusion, rechazo de implantes, gripe aviar, varicela, gripe
pandémica, sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA), sindrome respiratorio agudo severo (SARS),
sepsis, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), artritis, un cancer, una enfermedad autoinmunitaria,
o una afeccioén inflamatoria.

b) donde el tratamiento incluye ademas la administracion de otro agente terapéutico o régimen seleccionado de
entre quimioterapia, radioterapia, administracion de citocinas, o terapia genética, o

c) que se utiliza para tratar un efecto secundario del cancer o infeccion virica.

12. Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo para su uso en un agente diagndstico de acuerdo con la reivindicacion
9, donde el uso es para la formacion de imagenes diagndsticas in vivo

a) donde dicho uso detecta la presencia de células que expresan IL-6 que comprende la administracion de una
cantidad diagnosticamente eficaz de al menos un anticuerpo anti-IL-6 humana de acuerdo con la reivindicacion 1,
b) donde dicha administracion incluye ademas la administracion de un radionuclido o fluoréforo que facilita la
deteccioén del anticuerpo en los sitios enfermos que expresan IL-6,

c) que se utiliza para detectar tumores o metastasis que expresan IL-6,
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d) que se utiliza para detectar la presencia de sitios de inflamacion asociados con células que expresan IL-6, o
e) donde los resultados se utilizan para facilitar el disefio de un régimen terapéutico apropiado.

13. Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo para su uso como un agente diagndstico de acuerdo con la
5 reivindicacién 9, donde el uso es para la formacion de imagenes diagndsticas in vivo donde el uso

a) es para detectar o formar la imagen de tumores o metastasis que expresan IL-6, o
b) es para detectar o formar la imagen de sitios inflamatorios que expresan IL-6.
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