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DESCRIPCION
Anticuerpo monoclonal contra interleucina-31 de perro

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al campo de los anticuerpos monoclonales recombinantes y sus usos en
procedimientos clinicos y cientificos, que incluyen procedimientos de diagndstico. La presente invencion también
proporciona anticuerpos anti IL31 aislados en forma de composiciones veterinarias Utiles para el tratamiento de una
afeccion pruriginosa o una afeccion alérgica en perros.

Antecedentes de la invencion

El grupo de expertos del American College of Veterinary Dermatology (Colegio Norteamericano de Dermatologia
Veterinaria) ha definido a la dermatitis atopica como "una enfermedad cutanea alérgica pruriginosa e inflamatoria de
predisposicion genética, con aspectos clinicos caracteristicas" (Olivry, y col., Veterinary Immunology and
Immunopathology 2001; 81:143-146). El grupo de expertos también reconocié que la enfermedad en los caninos se
ha asociado con las IgE especificas de alérgeno (Olivry, y col., 2001, citado anteriormente, Marsella & Olivry Clinics
in Dermatology 2003; 21:122-133). Los sintomas mas destacables y preocupantes para los duefios de mascotas son
el prurito grave, junto con alopecia secundaria y el eritema.

La prevalencia de la dermatitis atdpica no se conoce con precision debido a los datos epidemioldgicos escasos e
inconsistentes, pero se estima que es del 10 % de la poblacion total de canidos (Marsella y Olivry, 2003, citado
anteriormente; Scott y col., Canadian Veterinary Journal 2002; 43:601-603, Hillier Veterinary Immunology and
Immunopathology 2001; 81:147-151). Estan afectados con esta afeccion crénica y de por vida, aproximadamente 4,5
millones de perros en el mundo. La incidencia parece aumentar. Se han sospechado de una predileccién por la raza
y el sexo, pero puede variar enormemente dependiendo de la region geografica (Hillier, 2001, citado anteriormente,
Picco, y col., Vet Dermatol; 2008, 19:150-155).

Los posibles factores implicados en la dermatitis alérgica son numerosos y estan muy poco estudiados. Los
componentes del alimento pueden desencadenar la dermatitis atdpica (Picco, 2008 citado anteriormente), asi como
alérgenos ambientales tales como pulgas, acaros del polvo, la ambrosia, los extractos vegetales, etc. Los factores
genéticos también desempefian un papel importante. Aunque no hay predileccién confirmada por una raza, se cree
que algun modo de herencia aumenta la predisposicion a la dermatitis atopica (Sousa y Marsella Veterinary
Immunology and Immunopathology 2001; 81:153-157, Schwartzman y col., Clin. Exp. Immunol. 1971; 9: 549-569.

La interlucina-31 (IL-31) es una citocina que se cloné en 2004. La producen principalmente linfocitos T auxiliares
(Th)2 activados (Dillon y col. Nat Immunol 2004; 5:752-60), pero también la producen los mastocitos y los
macrofagos. La IL-31 se une a un correceptor que consta del receptor de IL-31 A (RIL-31A) y del receptor de la
oncostatina M (ROSM) (Dillon y col. 2004, citado anteriormente y Bilsborough y col. J. Allergy Clin Immunol. 2006
117(2):418-25). La activacion del receptor da como resultado la fosforilacion de STAT a través del receptor (o
receptores) JAK. La expresion del correceptor se ha demostrado en macréfagos, queratinocitos y en los ganglios de
la raiz dorsal. Recientemente se ha encontrado que la IL-31 esta implicada en la dermatitis, en las lesiones cutaneas
pruriginosas, en la alergia y en la hipersensibilidad de las vias respiratorias. Véase la Fig. 1.

La estimulacion de los linfocitos T con anticuerpos anti CD3 y anti CD28 regula inmediatamente de forma positiva la
expresion de ARNm de IL-31 (Dillon y col. 2004, citado anteriormente). El analisis por micromatriz ha demostrado
que IL-31 induce determinados genes quimiotacticos, tales como CXCL1, CLL17 (quimiocina regulada por activacion
y de timo [TARC]), CCL19 (proteina inflamatoria de macréfagos [mezcla] 3B), CCL22 (quimiocina derivada de
monocitos [MDC], CCL23 (MIP3) y CCL4 (MIPB) (Dillon y col. 2004, citado anteriormente).

Los ratones transgénicos con expresion aumentada de IL-31 muestran inflamacién cutanea, prurito, dermatitis grave
y alopecia (Dillon y col. 2004, citado anteriormente). La inyeccion subcutanea de IL-31 desencadena en ratones la
infiltracion de células inflamatorias, neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos y macrofagos, y da como resultado un
engrosamiento epidérmico y acantosis dérmica. En los ratones NC/Nga con dermatitis atopica (DA) debida a causas
naturales, IL-31 presenta expresion aumentada en lesiones cutaneas y se correlaciona con prurito (Takaoka y col.
Eur J. Pharmacol. 2005; 516, 180-181; Takaoka y col. Exp. Dermatol. 2006; 15, 161-167). Ademas, en modelos
murinos se ha demostrado que la IL-31 induce una rapida aparicion de prurito (Raap y col. J. Allergy Clin Immunol.
2008; 122(2):421-3).

Estudios adicionales han indicado que la IL-31 esta asociada con la inflamacién cutanea inducida por dermatitis
atopica y el prurito en seres humanos. En pacientes humanos de DA, la expresion de ARNm de IL-31 es
considerablemente mas alta en lesiones cutaneas que en la piel no lesional, y que la expresion en piel no lesional es
mayor que la de la piel normal de pacientes sanos (Sonkoly y col. J. Allergy Clin Immunol 2006; 117:411-7). Otro
estudio ha informado que los linfocitos T positivos para el antigeno de linfocito cutaneo (CLA) CD45RO+ (memoria)
en la piel de pacientes de DA, expresan ARNm y proteina IL-31 (Bilsborough y col. 2006, citado anteriormente).
También se ha informado de que la expresion aumentada de ARNm de IL-31 en la piel de pacientes o la dermatitis
por contacto alérgica se correlaciona con la expresion de ARNm de IL-4 e IL-13, pero no con la expresion de ARNm
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de interferon (IFN)-y (Neis y col. Allergy Clin. Immunol. 2006; 118, 930-937). Ademas, se ha demostrado que los
niveles séricos de IL-31 estan elevados en pacientes humanos con urticaria cronica espontanea y aiun mas en
pacientes con DA (Raap y col. Exp Dermatol. 2010; 19(5):464-6). Ademas, en seres humanos se ha observado una
correlacion de la gravedad de la DA con los niveles séricos de IL-31 (Rapp y col. 2008, citado anteriormente).
También se ha demostrado que la secrecién de IL-31 esta potenciada en mastocitos después del entrecruzamiento
de IgE y como respuesta al superantigeno estafilocécico en individuos atépicos. Ademas, se ha demostrado que IL-
31 estimula la produccion de varios mediadores proinflamatorios, que incluyen IL-6, IL-8, CXCL1, CC17 y multiples
metaloproteinasas en los miofibroblastos colénicos humanos (Yagi, y col. International Journal of Molecular Medicine
2007; 19(6): 941-946).

Se considera que la hipersensibilidad de tipo | contra alérgenos ambientales es el principal mecanismo de la DA de
canidos y que los niveles de las citocinas mediadas por Th2, tales como la IL-4, estan aumentados en las lesiones
cutaneas de perros con DA (Nuttall, y col. Vet. Immunol. Immunopathol. 2002; 87, 379-384). Ademas, la infiltracion
de células inflamatorias, linfocitos y neutréfilos, es un mecanismo importante que subyace al empeoramiento de las
lesiones cutaneas; la expresion aumentada de los genes quimiotacticos tales como CCL17/TARC, CCR4 y CCL28/
quimiocina epitelial asociada a las mucosas (MEC, del inglés mucosae-associated epithelial chemokine) contribuye
al empeoramiento de las lesiones cutaneas en los perros con DA (véase, Maeda y col. Vet. Immunol. Immunopathol.
2005; 103, 83-92; Maeda y col. Vet. Immunol. Immunopathol.2002b; 90, 145-154 y Maeda, y col. J. Vet. Med. Sci.
2008; 70, 51-55).

Pruebas recientes han sugerido que la IL-31 podria estar implicada en la estimulacion de la inflamacion alérgica y en
la respuesta epitelial de las vias respiratorias, caracteristicas del asma alérgico (Chattopadhyay, y col. J Biol Chem
2007; 282:3014-26 y Wai, y col. Immunology, 2007; 122, 532-541). Mizuno y col. (Vet.Imm. 2009, 131 (1-2): 140-
143) han clonado la IL-31 canina y han detectado niveles bajos de IL-31 canina en el timo, testiculo, bazo y los
rifones, pero no en la piel de perros atépicos.

Estas observaciones sustentan la hipétesis de que la IL-31 desempefia un papel significativo tanto en las afecciones
pruriginosas como en las alérgicas. Seria conveniente proporcionar un anticuerpo terapéutico contra la IL-31 util
para el tratamiento de una afeccion pruriginosa y/o una afeccion alérgica en perros y gatos.

Sumario de la invenciéon

La materia objeto de la invencion se define a través de las reivindicaciones. La presente invenciéon proporciona un
anticuerpo aislado que se une de forma especifica a la IL-31 de perro. El anticuerpo aislado reduce, inhibe o
neutraliza la sefalizacion de pSTAT mediada por IL-31 de perro en un ensayo basado en células. En algunas
realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En una realizacién, el anticuerpo monoclonal es quimérico.
En otra realizacion, el anticuerpo esta caninizado. En algunas realizaciones, el anticuerpo reduce, inhibe o neutraliza
la actividad de la IL-31 en un perro o gato. En realizaciones preferentes, el anticuerpo reduce, inhibe o neutraliza una
afeccion pruriginosa o una afeccion alérgica. Las afecciones pruriginosas incluyen, por ejemplo, dermatitis atdpica,
eccema, psoriasis, esclerodermia y prurito. Las afecciones alérgicas incluyen, por ejemplo, dermatitis alérgica,
eccema estival, urticaria, jadeo, enfermedad de las vias respiratorias inflamatoria, obstruccion de las vias
respiratorias recurrente, hipersensibilidad de las vias respiratorias, enfermedad pulmonar obstructiva crénica y
procesos inflamatorios que son el resultado de la autoinmunidad, tal como el sindrome del intestino irritable (Sll). En
una realizacion, la presente invencién proporciona un anticuerpo aislado o porcion de unién a antigeno del mismo,
que incluye al menos uno de los siguientes:

una region determinante de complementariedad (CDR)1 de la cadena pesada variable (Vu) que tiene la
secuencia de aminoacidos YYDIN (SEQ ID NO: 1; 11E12-VH-CDR1), SYDMS (SEQ ID NO: 2; 19D07-VH-CDR1)
o NYGMS (SEQ ID NO: 3; 34D03-VH-CDR1);

una CDR2 de la cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos WIFPGDGGTKYNETFKG (SEQ
ID NO: 4; 11E12-VH-CDR2), TITSGGGYTYSADSVKG (SEQ ID NO: 5; 19D07-VH-CDR2) o
TISYGGSYTYYPDNIKG (SEQ ID NO: 6; 34D03-VH-CDR?2);

una CDR3 de la cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos ARGGTSVIRDAMDY (SEQ ID
NO: 7; 11E12-VH-CDR3), ARQNWWGLAY (SEQ ID NO: 8; 19D07-VH-CDR3) o VRGYGYDTMDY (SEQ ID NO:
9; 34D03-VH-CDRS; y

una variante de las mismas que tenga una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una de
CDR1, CDR2 o CDRS.

En otra realizacion, la invencién proporciona un anticuerpo aislado o porcién de unién a antigeno del mismo que
incluye al menos uno del siguiente grupo:

una cadena ligera variable (V) que comprende una region determinante de complementariedad (CDR)1 que
tiene la secuencia de aminoacidos RASESVDNYGISFMH (SEQ ID NO: 10; 11E12-VL-CDR1),
KSSQSLLNSGNQKNYLA (SEQ ID NO: 11; 19D07-VL-CDR1) o KASQSVSFAGTGLMH (SEQ ID NO: 12; 34D03-
VL-CDR1);

una CDR2 de la cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminoacidos RASNLES (SEQ ID NO: 13;
11E12-VL-CDR2), GASTRES (SEQ ID NO: 14; 19D07-VL-CDR2) o RASNLEA (SEQ ID NO: 15; 34D03-VL-
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CDR2);

una CDR3 de la cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminoacidos QQSNKDPLT (SEQ ID NO: 16;
11E12-VL-CDR3), QNDYSYPYT (SEQ ID NO: 17; 19D07-VL-CDR3) o QQSREYPWT (SEQ ID NO: 18; 34D03-
VL-CDR3); y una variante de las mismas que tenga una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al
menos una de CDR1, CDR2 o CDRa3.

En ofras realizaciones adicionales, un anticuerpo que tenga al menos una de las CDR de la cadena ligera variable
descrita anteriormente, puede incluir adicionalmente al menos una de las siguientes CDR de la cadena pesada
variable:

una region determinante de complementariedad (CDR)1 de la cadena pesada variable que tenga la secuencia de
aminoacidos YYDIN (SEQ ID NO: 1; 11E12-VH-CDR1), SYDMS (SEQ ID NO: 2, 19D07-VH-CDR1) o NYGMS
(SEQ ID NO: 3; 34D03-VH-CDR1);

una CDR2 de la cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos

WIFPGDGGTKYNETFKG (SEQ ID NO: 4; 11E12-VH-CDR2), TITSGGGYTYSADSVKG (SEQ ID NO: 5; 19D07-
VH-CDR2) o TISYGGSYTYYPDNIKG (SEQ ID NO: 6; 34D03-VH-CDR2);

una CDR3 de la cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos ARGGTSVIRDAMDY (SEQ ID
NO: 7; 11E12-VH-CDR3), ARQNWWGLAY (SEQ ID NO: 8; 19D07-VH-CDR3) 0 VRGYGYDTMDY (SEQ ID NO:
9; 34D03-VH-CDR3); y

una variante de las mismas que tenga una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una de
CDR1, CDR2 o CDRS3.

En algunas realizaciones, el anticuerpo puede incluir al menos uno de los siguientes:

a) una cadena ligera variable que comprende
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNYGISFMHWYQQKPGQPPKLLIYRASNLESGIPA
RFSGSGSRTDFTLTINPVETDDVATYYCQQSNKDPLTFGAGTKLELK (SEQ ID NO: 19; MU-11 E12-VL),
DIVMTQTPLSLSVSPGEPASISCRASESVDNYGISFMHWYQQKPGQPPKLLIYRASNLESGVPD
RFSGSGSGTDFTLRISRVEADDAGVYYCQQSNKDPLTFGAGTKLEIK (SEQ ID NO: 20; CAN-11 E12-VL-cUn-
FW2),

DIVMTQTPLSLSVSPGEPASISCRASESVDNYGISFMHWFQQKPGQSPQLLIYRASNLESGVPD
RFSGSGSGTDFTLRISRVEADDAGVYYCQQSNKDPLTFGAGTKLEIK (SEQ ID NO: 21; CAN-11E12-VL-cUn-13),
DIVMSQSPSSLSVSAGDKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLAWYQQKPWQPPKLLIYGASTRES
GVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCQNDYSYPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 22; MU-19D07-VL),
EIVMTQSPASLSLSQEEKVTITCKSSQSLLNSGNQKNYLAWYQQKPGQAPKLLIYGASTRESGV
PSRFSGSGSGTDFSFTISSLEPEDVAVYYCQNDYSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 23;
CAN-19D07-VL-998-1),
DILLTQSPASLAVSLGQRAIISCKASQSVSFAGTGLMHWYQQKPGQQPKLLIYRASNLEAGVPT
RFSGSGSRTDFTLNIHPVEEEDAATYFCQQSREYPWTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 24; MU-34D03-VL) o
EIVMTQSPASLSLSQEEKVTITCKASQSVSFAGTGLMHWYQQKPGQAPKLLIYRASNLEAGVPS
RFSGSGSGTDFSFTISSLEPEDVAVYYCQQSREYPWTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 25; CAN-34D03-VL-998-1);
b) una cadena pesada variable que comprende
QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFKYYDINWVRQRPEQGLEWIGWIFPGDGGTKYNE
TFKGKATLTTDKSSSTAYMQLSRLTSEDSAVYFCARGGTSVIRDAMDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 26; MU-
11 E12-VH),

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKTSGYTFKYYDINWVRQAPGAGLDWMGWIFPGDGGTKYN
ETFKGRVTLTADTSTSTAYMELSSLRAGDIAVYYCARGGTSVIRDAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 27; CAN
-11E12-VH-415-1),
EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFAFSSYDMSWVRQIPEKRLEWVATITSGGGYTYSADS
VKGRFTISRDNARNTLYLQMSSLRSEDTAVYYCARQNWVVGLAYWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 28; MU-19D07
-VH),

EVQLVESGGDLVKPGGSLRLSCVASGFTFSSYDMSWVRQAPGKGLQWVATITSGGGYTYSA
DSVKGRFTISRDNARNTLYLQMNSLRSEDTAVYYCARQNWVVGLAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 29; CAN-
19D07-VH-400-1),
EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFSFSNYGMSWVRQTPDKRLEWVATISYGGSYTYYPD
NIKGRFTISRDNAKNTLYLQMSSLKSEDTAMYYCVRGYGYDTMDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 30; MU-
34D03-VH) o

EVQLVESGGDLVKPGGSLRLSCVASGFTFSNYGMSWVRQAPGKGLQWVATISYGGSYTYYP
DNIKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAMYYCVRGYGYDTMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 31; CAN-
34D03-VH-568-1); y

c) variantes de las mismas que tengan una o mas sustituciones de aminoacido conservativas.

En una realizacion, la presente invencién proporciona un anticuerpo monoclonal que se une de forma especifica a
una region entre los restos de aminoacidos aproximadamente 95 y 125 de la secuencia de aminoacidos de la IL-31
canina de SEQ ID NO: 32. En algunas realizaciones, el anticuerpo se une de forma especifica a una regién entre los
restos de aminoacidos aproximadamente 102 y 122 de la secuencia de aminoacidos de la IL-31 canina de SEQ ID
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NO: 32.

La presente invencion también proporciona una composicion veterinaria que incluye una cantidad terapéuticamente
eficaz de al menos un anticuerpo descrito anteriormente.

En otras realizaciones, la invencién proporciona una célula hospedadora que produce un anticuerpo descrito
anteriormente.

En otras realizaciones adicionales, la invencién proporciona un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo de
acuerdo con la presente invencion, que incluye una secuencia de acido nucleico que codifica al menos uno de los
siguientes:

una region determinante de complementariedad (CDR)1 de la cadena pesada variable (Vu) que tiene la
secuencia de aminoacidos YYDIN (SEQ ID NO: 1; 11 E12-VH-CDR1), SYDMS (SEQ ID NO: 2; 19D07-VH-
CDR1) o NYGMS (SEQ ID NO: 3; 34D03-VH-CDR1);

una CDR2 de la cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos WIFPGDGGTKYNETFKG (SEQ
ID NO:4; 11E12-VH-CDR2), TITSGGGYTYSADSVKG (SEQ ID NO: 5; 19D07-VH-CDR2) o
TISYGGSYTYYPDNIKG (SEQ ID NO: 6; 34D03-VH-CDR?2);

una CDR3 de la cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos ARGGTSVIRDAMDY (SEQ ID
NO: 7; 11E12-VH-CDR3), ARQNWVVGLAY (SEQ ID NO: 8; 19D07-VH-CDR3) o VRGYGYDTMDY (SEQ ID NO:
9; 34D03-VH-CDR3); y

una variante de las mismas que tenga una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una de
CDR1, CDR2 o CDRS.

En realizaciones adicionales, el acido nucleico aislado descrito anteriormente puede incluir adicionalmente una
secuencia de acido nucleico que codifica al menos una de los siguientes:

una cadena ligera variable (V) que comprende una determinante de complementariedad (CDR)1 que tiene la
secuencia de aminoacidos RASESVDNYGISFMH (SEQ ID NO: 10; 11E12-VL-CDR1), KSSQSLLNSGNQKNYLA
(SEQ ID NO: 11; 19D07-VL-CDR1) o KASQSVSFAGTGLMH (SEQ ID NO: 12; 34D03-VL-CDR1);

una CDR2 de la cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminoacidos RASNLES (SEQ ID NO: 13;
11E12-VL-CDR2), GASTRES (SEQ ID NO: 14; 19D07-VL-CDR2) o RASNLEA (SEQ ID NO: 15; 34D03-VL-
CDR2);

una CDR3 de la cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminoacidos QQSNKDPLT (SEQ ID NO: 16;
11E12-VL-CDR3), QNDYSYPYT (SEQ ID NO: 17; 19D07-VL-CDR3) o QQSREYPWT (SEQ ID NO: 18; 34D03-
VL-CDR3); y

una variante de las mismas que tenga una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una de
CDR1, CDR2 or CDR3.

La presente invencion proporciona adicionalmente un vector que incluye al menos uno de los acidos nucleicos
descritos anteriormente.

En otras realizaciones, la presente invenciéon proporciona un procedimiento de producciéon de un anticuerpo que
comprende cultivar una célula hospedadora descrita anteriormente, en condiciones que dan como resultado la
produccion del anticuerpo, y aislar el anticuerpo de la célula hospedadora o del medio de cultivo de la célula
hospedadora. También se proporciona un anticuerpo para su uso en el tratamiento de una afecciéon o trastorno
seleccionado de una afeccidén pruriginosa o una afeccion alérgica, que incluye administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo descrito anteriormente. En algunas realizaciones, la afeccion pruriginosa
se selecciona de dermatitis atdpica, eccema, psoriasis, esclerodermia y prurito. En otras realizaciones, la afeccion
alérgica a tratar se selecciona de dermatitis alérgica, eccema estival, urticaria, jadeo, enfermedad de las vias
respiratorias inflamatoria, obstruccion de las vias respiratorias recurrente, hipersensibilidad de las vias respiratorias,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica y procesos inflamatorios que son el resultado de la autoinmunidad, tal
como el sindrome del intestino irritable (SlI).

Ademas se proporciona un anticuerpo para su uso en el tratamiento de un perro que lo necesite, inhibiendo la
actividad de la IL-31 en un perro, administrando un anticuerpo descrito anteriormente.

También se proporciona un procedimiento de detecciéon o cuantificacion de IL-31 a una muestra, incluyendo el
procedimiento incubar una muestra clinica o biolégica que contiene IL-31 en presencia de un anticuerpo descrito
anteriormente y detectar el anticuerpo que esta unido a la IL-31 en la muestra. En una realizacion, el anticuerpo esta
marcado de forma detectable. En otra realizacion, el anticuerpo no esta marcado y se utiliza en combinacién con un
segundo anticuerpo que esta marcado.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una representacion esquematica de la ruta de IL-31.

La Figura 2 es una representacion esquematica de la estructura general de una molécula de inmunoglobulina G
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(IgG) de ratén que destaca el sitio de unién a antigeno.
La Figura 3 es una representacion esquematica de la estructura general de una IgG quimérica de ratén:canina.

La Figura 4 es una ilustracion que muestra la especiacion o "caninizacion" de una IgG de ratdn, las CDR de raton
estan injertadas en las regiones marco conservadas de canido identificadas a partir de las bases de datos de
secuencias.

La Figura 5 es una ilustracion de un anticuerpo monoclonal "heteroquimérico" que empareja la cadena ligera
quimérica con una cadena pesada completamente caninizada.

Figura 6 Titulos de ELISA de ratones inmunizados con IL-31 (CF-1 MU#1 - 4) con respecto a los ratones de
control positivos y de antes de la extraccion de sangre.

La Figura 7 es una ilustracion de las cadenas variables de anticuerpo que muestran los cebadores para las
regiones constantes y cebadores degenerados dirigidos a las regiones variables de raton.

La Figura 8 es un grafico de la eficacia piloto de 11 E12 quimérico en un estudio SC, de dosis Unica, controlado
por placebo (76A60).

La Figura 9 es una tabla que muestra las puntuaciones de prurito individuales de los perros incluidos en el
estudio 76A60.

La Figura 10 es de transferencias de Western que muestran la union de las versiones quimérica (transferencia
n.° 1), caninizada (transferencia n.° 2) y heteroquimérica (transferencias n.° 3y 4) de 11 E12 ala IL-31 canina. La
heteroquimera en la transferencia n.° 3 tiene una cadena ligera caninizada emparejada con una cadena pesada
quimérica. La heteroquimera en la transferencia n.° 4 tiene la cadena ligera quimérica emparejada con la cadena
pesada caninizada. Cada transferencia a nitrocelulosa contiene-carril izquierdo, patrones de proteina pretefiidos
(Seeblue plus 2, Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) y carril derecho, 800 ng de IL-31 canina.

La Figura 11 es un visién de conjunto esquematica del trabajo de sustitucion de la regiébn marco conservada de la
cadena ligera de 11 E12 caninizada.

La Figura 12 es de transferencias de Western que muestran la union de las versiones caninizadas de 11 E12 con
retromutaciones individuales a restos de la cadena ligera de la region marco conservada 2 de ratén. Cada
transferencia a nitrocelulosa contiene-carril izquierdo, patrones de proteina pretefiidos (Seeblue plus 2, Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA) y carril derecho, 800 ng de IL-31 canina.

La Figura 13 es de transferencias de Western con las proteinas IL-31 canina de longitud completa y truncada.
Las transferencias a nitrocelulosa individuales se sondaron con los anticuerpos A) anti His B) 34D03 y C) 11E12.
Los carriles 1-9 de las transferencias corresponden a lo siguiente: Carril 1 - patrones de proteina pretefidos
(Seeblue plus 2, Invitrogen Corp., Carlsbad, CA); Carril 2 - IL-31 canina de longitud completa; Carril 3 -
truncamiento N-terminal -20N; Carril 4 - truncamiento N-terminal -40N; Carril 5 - truncamiento N-terminal -60N;
Carril 6 - truncamiento C-terminal -20C; Carril 7 - truncamiento C-terminal -40C; Carril 8 - truncamiento C-terminal
-60C y Carril 9 - betagalactosidasa (lacZ). Nota: la IL-31 de longitud completa y las proteinas con truncamientos
C-terminales (-20, -40C y -60C) no mostraron expresion detectable en estas condiciones.

La Figura 14 es de transferencias de Western con las proteinas IL-31 caninas truncadas. Las transferencias a
nitrocelulosa individuales se sondaron con los anticuerpos A) anti His B) 11 E12 y C) 34D03. Los carriles 1-5 de
las transferencias corresponden a lo siguiente: Carril 1 - patrones de proteina pretefiidos (Seeblue plus 2,
Invitrogen Corp., Carlsbad, CA); Carril 2 - truncamientos C-terminales en las posiciones 20-122; Carril 3 -
truncamientos C-terminales en las posiciones 20-100; Carril 4 - truncamientos C-terminales en las posiciones 20-
80 y Carril 5 — beta-galactosidasa (lacZ).

La Figura 15 es un corte de las transferencias de Western con lisados de cepas de E. coli que expresan la IL-31
canina con alaninas que sustituyen cada posicion de aminoacido (76-122). Las transferencias a nitrocelulosa
individuales se sondaron con los anticuerpos anti His, 11 E12 y 34D03, como se muestra en la Figura.

La Figura 16 es un corte de transferencias de Western con dobles y triples mutaciones en la IL-31 canina. El
lisado de proteina -20N se corrié como un control positivo.

La Figura 17 es un grafico que muestra las puntuaciones de prurito para perros a los que se inyecté anticuerpo
34D03 caninizado (1,0 mg/kg) por via subcutanea. Las puntuaciones de prurito se midieron en cada dia del
estudio antes (respuesta de medida inicial) y después (respuesta de 2 horas) de la exposicion a IL-31 canina
1,5 pg/kg.

La Figura 18 es un SDS PAGE Bis Tris al 4-12 % con las proteinas IL-31 canina y felina purificadas. El panel A

muestra la tincidon por coomassie de las proteinas procesadas en condiciones reductoras. El panel B muestra la
tincion por coomassie de las proteinas procesadas en condiciones no reductoras. Los paneles C y D son
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transferencias de Western de geles idénticos a A y B, respectivamente, sondadas con un anticuerpo anti His.
Carril 1 - IL-31 canina; Carril 2 - IL-31 felina; Carril 3 - patrones de proteina pretefiidos (Seeblue plus 2, Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA); Carril 4 - IL-31 canina y Carril 5 - IL-31 felina.

La Figura 19 es un grafico de la sefalizacion de pSTAT en monocitos DH-82 caninos, inducida por las IL-31
canina y felina producidas en E. coli. IL-31 canina (CHO) es la proteina de referencia utilizada para todos los
ensayos basados en células anteriores, el modelo de prurito de perro y como el inmundégeno para la
identificacion inicial de anticuerpos.

La Figura 20 es un alineamiento que muestra la conservacion de secuencia entre las IL-31 felina y canina en la
region de la proteina implicada en la unién de los anticuerpos 11E12 y 34D03 (anotado con un signo mas (+)).

La Figura 21 es de transferencias de Western con las proteinas IL-31. Las transferencias a nitrocelulosa
individuales se sondaron con anticuerpos A) anti His B) 11E12 y C) 34D03. Nota - IL-31 canina (CHO) no
contiene una etiqueta de 6-His.

La Figura 22 es un grafico que muestra la inhibicién de la sefalizacion de pSTAT inducida por la IL-31 canina en
monocitos DH82 caninos, que compara el anticuerpo 34D03 felinizado y caninizado.

La Figura 23 es una transferencia de Western de las IL-31 canina y felina en condiciones reductoras, sondada
con el anticuerpo 34D03 felinizado.

Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 es una CDR1 de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como 11 E12-
\S/E-QCIIIDDRIJIO 2 es una CDR1 de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como 19D07-
\S/E-QCIIIDDRIJIO 3 es una CDR1 de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como 34D03-
\S/E-QCIIIDDRIJIO 4 es una CDR2 de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como 11 E12-
\S/E-QCIIIDDRﬁo 5 es una CDR2 de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como 19D07-
\S/E-QCIIIDDRﬁo 6 es una CDR2 de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como 34D03-
\S/E-QCIIIDDRﬁo 7 es una CDR3 de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como 11 E12-
\S/E-QCPDRSO 8 es una CDR3 de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como 19D07-
\S/E-QCPDRSO 9 es una CDR3 de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como 34D03-
\S/E-QC:?)RI?JO 10 es una CDR1 de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como 11E12-
\S/ESIIDI;{:\JO 11 es una CDR1 de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como 19D07-
\S/Eglljl;{:\lo 12 es una CDR1 de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como 34D03-
\S/Eglljl;{:\lo 13 es una CDR2 de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como 11E12-
\S/E-SIIDI;QNO 14 es una CDR2 de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como 19D07-
\S/E-SIIDI;QNO 15 es una CDR2 de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como 34D03-
\S/ESIIDI;{ZNO 16 es una CDR3 de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como 11E12-
\S/E-SIIDI;%O 17 es una CDR3 de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como 19D07-
\S/Eglljlil):{l?lo 18 es una CDR3 de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como 34D03-
\S/E-SIIDDR:SNO 19 es una secuencia de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como
MU-11 E12-VL;

SEQ ID NO: 20 es una secuencia de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como
CAN-11E12-VL-cUn-FW2

SEQ ID NO: 21 es una secuencia de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como
CAN-11 E12-VL-cUn-13;

SEQ ID NO: 22 es una secuencia de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como MU-
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19D07-VL;

SEQ ID NO: 23 es una secuencia de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como
CAN-19D07-VL-998-1;

SEQ ID NO: 24 es una secuencia de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como MU-
34D03-VL;

SEQ ID NO: 25 es una secuencia de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como
CAN-34D03-VL-998-1;

SEQ ID NO: 26 es una secuencia de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como
MU-11E12-VH;

SEQ ID NO: 27 es una secuencia de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como
CAN-11E12-VH-415-1;

SEQ ID NO: 28 es una secuencia de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como
MU-19D07-VH,;

SEQ ID NO: 29 es una secuencia de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como
CAN-19D07-VH-400-1;

SEQ ID NO: 30 es una secuencia de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como
MU-34D03-VH,;

SEQ ID NO: 31 es una secuencia de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como
CAN-34D03-VH-568-1;

SEQ ID NO: 32 es la secuencia de aminoacidos que corresponde al N.° de Referencia de GenBank C7GOW1 y
corresponde a la proteina IL-31 Canina de longitud completa;

SEQ ID NO: 33 es la secuencia de nucledtidos que corresponde al N.° de Referencia de GenBank C7GOW1 y
corresponde a la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina IL-31 Canina de longitud completa;

SEQ ID NO: 34 es la secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de la cadena ligera variable
denominada en el presente documento como MU-11 E12-VL;

SEQ ID NO: 35 es la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de la cadena pesada variable
denominada en el presente documento como MU-11 E12-VH;

SEQ ID NO: 36 es la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de la cadena ligera variable
denominada en el presente documento como MU-19D07-VL;

SEC ID NO: 37 es la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de la cadena pesada variable
denominada en el presente documento como MU-19D07-VH,;

SEQ ID NO: 38 es la secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de la cadena ligera variable
denominada en el presente documento como MU-34D03-VL;

SEQ ID NO: 39 es la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de la cadena pesada variable
denominada en el presente documento como MU-34D03-VH,;

SEQ ID NO: 40 es la secuencia de aminoacidos para la region constante de la cadena pesada canina
denominada en el presente documento como HC-64 (N.° de Referencia de GenBank AF354264);

SEQ ID NO: 41 es la secuencia de nucledtidos que codifica la region constante de la cadena pesada canina
denominada en el presente documento como HC-64 (N.° de Referencia de GenBank AF354264);

SEQ ID NO: 42 es la secuencia de aminoacidos para la region constante de la cadena pesada canina
denominada en el presente documento como HC-65 (N.° de Referencia de GenBank AF354265);

SEQ ID NO: 43 es la secuencia de nucledtidos que codifica la region constante de la cadena pesada canina
denominada en el presente documento como HC-65 (N.° de Referencia de GenBank AF354265);

SEQ ID NO: 44 es la secuencia de aminoacidos para la region constante de la cadena ligera canina denominada
en el presente documento como kappa (N.° de Referencia de GenBank XP_532962);

SEQ ID NO: 45 es la secuencia de nucleétidos que codifica la region constante de la cadena ligera canina
denominada como kappa (N.° de Referencia de GenBank XP_532962);

SEQ ID NO: 46 es la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de la cadena ligera variable
denominada en el presente documento como CAN-19D07-VL-998-1;

SEQ ID NO: 47 es la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de la cadena pesada variable
denominada en el presente documento como CAN-19D07-VH-998-1;

SEC ID NO: 48 es la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de la cadena ligera variable
denominada en el presente documento como CAN-34D03-VL-998-1;

SEQ ID NO: 49 es la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de la cadena pesada variable
denominada en el presente documento como CAN-34D03-VH-568-1;

SEQ ID NO: 50 es la secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de la cadena ligera variable
denominada en el presente documento como CAN-11E12-VL-cUn-FW2;

SEQ ID NO: 51 es la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de la cadena pesada variable
denominada en el presente documento como CAN-11E12-VH-415-1;

SEQ ID NO: 52 es la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de la cadena ligera variable
denominada en el presente documento como CAN-11 E12-VL-cUn-13;

SEQ ID NO: 53 es la secuencia de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como CAN-
11E12_VL_cUn_1;

SEC ID NO 54 es la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de la cadena ligera variable denominada
en el presente documento como CAN-11E12-VL-cUn-1;

SEQ ID NO: 55 corresponde a la secuencia de aminoacidos de la construccion de longitud completa de IL-31
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canina utilizada en el presente documento para la expresion en E. coli;

SEQ ID NO: 56 es la secuencia de nucleotidos que corresponde a la construccion de longitud completa de 1L-31
canina utilizada en el presente documento para la expresion en E. coli;

SEQ ID NO: 57 es la secuencia de aminoacidos de la construccion de IL-31 canina -20N para la expresion en E.
colr

SEQ ID NO: 58 es la secuencia de nucledtidos que corresponde a la construccion de IL-31 canina -20N para la
expresion en E. coli;

SEQ ID NO: 59 es la secuencia de aminoacidos de la construccion de IL-31 canina -40N para la expresion en E.
colr

SEQ ID NO: 60 es la secuencia de nucledtidos que corresponde a la construccion de IL-31 canina -40N para la
expresion en E. coli;

SEQ ID NO: 61 una secuencia de aminoacidos de la construccion de IL-31 canina -60N para la expresion en E.
colr

SEQ ID NO: 62 es la secuencia de nucledtidos que corresponde a la construccion de IL-31 canina -60N para la
expresion en E. coli;

SEQ ID NO: 63 es la secuencia de aminoacidos de la construccion de I1L-31 canina 20-122 para la expresion en
E. coli

SEQ ID NO: 64 es la secuencia de nucledtidos que corresponde a la construccion de IL-31 canina 20-122 para la
expresion en E. coli;

SEQ ID NO: 65 es la secuencia de aminoacidos de la construccion de IL-31 canina 20-100 para la expresion en
E. coli

SEQ ID NO: 66 es la secuencia de nucledtidos que corresponde a la construccion de IL-31 canina 20-100 para la
expresion en E. coli;

SEQ ID NO: 67 es la secuencia de aminoacidos de la construccion de IL-31 canina 20-80 para la expresion en E.
colr

SEQ ID NO: 68 es la secuencia de nucleétidos que corresponde a la construccion de IL-31 canina 20-80 para la
expresion en E. coli;

SEQ ID NO: 69 es la secuencia de nucleétidos que corresponde a la construccion de IL-31 felina de longitud
completa para la expresion en E. coli

SEQ ID NO: 70 es la secuencia de aminoacidos que corresponde a la construccion de IL-31 felina de longitud
completa para la expresion en E. coli

SEQ ID NO: 71 es una secuencia de la cadena ligera variable denominada en el presente documento como FEL-
34D03-VL-021-1;

SEQ ID NO: 72 es la secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de la cadena ligera variable
denominada en el presente documento como FEL-34D03-VL-021-1;

SEQ ID NO: 73 es una secuencia de la cadena pesada variable denominada en el presente documento como
FEL-34D03-VH-035-1;

SEQ ID NO: 74 es la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de la cadena pesada variable
denominada en el presente documento como FEL-34D03-VH-035-1;

SEQ ID NO: 75 es la secuencia de aminoacidos para la regiéon constante de la cadena pesada felina denominada
en el presente documento como HC-A Felina (N.° de referencia de GenBank AB016710.1);

SEQ ID NO: 76 es la secuencia de nucleotidos que codifica la regién constante de la cadena pesada felina
denominada en el presente documento como HC-A Felina (N.° de referencia de GenBank AB016710.1);

SEQ ID NO: 77 es la secuencia de aminoacidos para la region constante de la cadena ligera felina denominada
en el presente documento como LC-Kappa Felina (N.° de Referencia de GenBank AF198257.1);

SEQ ID NO: 78 es la secuencia de nucledtidos que codifica la region constante de la cadena ligera felina
denominada en el presente documento como LC-Kappa Felina (N.° de referencia de GenBank AF198257.1);

Definiciones

Antes de describir la presente invencién en detalle, se definiran varios términos utilizados en el contexto de la
presente invencion. Ademas de estos términos, se definen otros en otras partes de la memoria descriptiva, segun
sea necesario. A menos que en el presente documento se defina otra cosa de forma expresa, los términos de la
técnica utilizados en la presente memoria descriptiva tendran los significados reconocidos en la técnica.

» oo«

Como se utiliza en la memoria descriptiva y las reivindicaciones, la forma singular “un”, “una” y “el/la” incluyen
referencias plurales a menos que el contexto estipule claramente otra cosa. Por ejemplo, la referencia a “un
anticuerpo” incluye una pluralidad de tales anticuerpos.

Como se usa en el presente documento, la expresion “que comprende” esta destinado a significar que las
composiciones y los procedimientos incluyen los elementos sefialados, pero sin excluir otros.

Epitopo, como se usa en el presente documento, se refiere al determinante antigénico que reconocen las CDR del
anticuerpo. En otras palabras, epitopo se refiere a la porcién de cualquier molécula que tenga la capacidad de
reconocer, o de unirse a, un anticuerpo. A menos que se indique otra cosa, el término “epitopo” como se utiliza en el
presente documento, se refiere a la region de la IL-31 con la que es reactivo un agente anti IL-31.
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Un “antigeno” es una molécula o una porciéon de una molécula a la que tiene capacidad de unirse un anticuerpo que,
de forma adicional, tiene la capacidad de ser reconocido por, y unirse a, un anticuerpo (la correspondiente region de
union a anticuerpo puede denominarse como un paratopo). En general, los epitopos consisten en agrupamientos de
moléculas de superficie quimicamente activas, por ejemplo, cadenas laterales de aminoacidos o azucares, y tienen
caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas.

La expresion “de forma especifica”, en el contexto de la unién de anticuerpos, se refiere a la alta avidez y/o alta
afinidad de unién de un anticuerpo a un antigeno especifico, es decir, un polipéptido o epitopo. En muchas
realizaciones, el antigeno especifico es un antigeno (o un fragmento o subfracciéon de un antigeno) utilizado para
inmunizar al hospedador animal del que se han aislado células productoras de anticuerpos. La uniéon de forma
especifica de un anticuerpo a un antigeno es mas fuerte que la unién del mismo anticuerpo a otros antigenos. Los
anticuerpos que se unen de forma especifica a un polipéptido pueden tener la capacidad de unirse a otros
polipéptidos a un nivel débil pero detectable (por ejemplo, el 10 % o menos de la unién mostrada con el polipéptido
de interés). Tal unién débil, o union de fondo, es facilmente discernible de la unién especifica de un anticuerpo a un
polipéptido objeto, por ejemplo, mediante el uso de controles apropiados. En general, los anticuerpos especificos se
unen a un antigeno con una afinidad de unién con una Kp de 107 M o menos, por ejemplo, 10®M o menos (por
ejemplo, 10°°M o menos, 107'° 0 menos, 10-"" 0 menos, 107'2 0 menos o 10-'® 0 menos, etc.).

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” se refiere a una inmunoglobulina intacta que tiene
dos cadenas ligeras y dos pesadas. Por lo tanto, un anticuerpo aislado individual, o un fragmento, puede ser un
anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo sintético, un anticuerpo recombinante, un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo heteroquimérico o un anticuerpo caninizado. El término “anticuerpo” se refiere
preferentemente a anticuerpos monoclonales y fragmentos de los mismos, y a equivalentes de unién inmunoldgicos
de los mismos que pueden unirse a la proteina IL-31 o fragmentos de la misma. El término anticuerpo se utiliza para
referirse a una molécula homogénea o a una mezcla tal como un producto sérico compuesto de una pluralidad de
distintas entidades moleculares.

“Anticuerpos nativos” e “inmunoglobulinas nativas” son habitualmente glucoproteinas heterotetraméricas de
aproximadamente 150.000 Daltons, compuestas de dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H)
idénticas. Cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada por un enlace disulfuro covalente, mientras que la
cantidad de uniones disulfuro varia entre las cadenas pesadas de los distintos isotipos de inmunoglobulina. Cada
cadena pesada y ligera tiene también puentes disulfuro intracadena espaciados de forma regular. Cada cadena
pesada tiene en un extremo un dominio variable (V) seguido de varios dominios constantes. Cada cadena ligera
tiene un dominio variable en un extremo (V) y un dominio constante en su otro extremo; el dominio constante de la
cadena ligera esta alineado con el primer dominio constante de la cadena pesada y el dominio variable de la cadena
ligera esta alineado con el dominio variable de la cadena pesada. Se cree que restos de aminoacidos particulares
forman una interfaz entre los dominios variables de las cadenas ligera y pesada. La FIG. 2 es un ejemplo de la
estructura general de una inmunoglobulina G (IgG) de ratén nativa, que destaca el sitio de union a antigeno.

La expresion “fragmento de anticuerpo” se refiere a menos que una estructura de anticuerpo intacta, que incluye,
pero sin limitacién, una cadena de anticuerpo individual aislada, una construccién Fv, una construcciéon Fab, una
construccion Fc, una secuencia de la region variable de la cadena ligera o determinante de complementariedad
(CDR), etc.

La expresion region “variable” comprende la regiéon marco conservada y las CDR (conocidas de otra forma como
hipervariables) y se refiere al hecho de que determinadas porciones de los dominios variables difieren en secuencia
de forma extensa entre anticuerpos, y se utilizan en la union y la especificidad de cada anticuerpo particular por su
antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye de forma uniforme a lo largo de los dominios
variables de los anticuerpos. Se concentra en tres segmentos llamados regiones hipervariables en los dominios
variables tanto de la cadena pesada como de la cadena ligera. Las porciones mas altamente conservadas de los
dominios variables se llaman la regiones marco conservadas (FR). Los dominios variables de las cadenas pesada y
ligera nativas comprenden cada uno mlltiples FR, que adoptan en gran medida una configuracion de lamina 3,
conectados por tres regiones hipervariables, que forman bucles de conexiéon y en algunos casos forman parte de la
estructura de lamina a. Las regiones hipervariables de cada cadena se mantienen unidas en estrecha proximidad
mediante las FR y, con las regiones hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de unién a
antigeno de los anticuerpos (véase Kabat, y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991), paginas 647-669). Los dominios constantes no
estan implicados de forma directa en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero presentan diversas funciones
efectoras, tales como la participacion del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpos.

La expresidon “region hipervariable”, cuando se utiliza en el presente documento, se refiere a los restos de
aminoacido de un anticuerpo que son responsables de la union al antigeno. La region hipervariable comprende
restos de aminoacido de una “region determinante de complementariedad” o “CDR” (Kabat, y col. (1991), citado
anteriormente) y/o los restos de un “bucle hipervariable” (Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987). Los
restos de la “regidon marco conservada” o “FR” son los restos del dominio variable distintos de los restos de la region
hipervariable, como se define en el presente documento.
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La digestion de anticuerpos con papaina produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, llamados
fragmentos “Fab”, cada uno con un Unico sitio de union a antigeno, y un fragmento “Fc” residual, cuyo nombre refleja
su capacidad de cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab’), que tiene dos sitios
de combinacién con el antigeno y aun tiene la capacidad de entrecruzar antigeno.

“Fv” es el minimo fragmento de anticuerpo que contiene un sitio de reconocimiento y de unién al antigeno completo.
Esta regiéon consiste en un dimero de un dominio variable de la cadena pesada y uno de la cadena ligera en
asociacion estrecha, no covalente. Es en esta configuracion que las tres regiones hipervariables de cada dominio
variable interactdan para definir un sitio de unién a antigeno en la superficie del dimero Vy-V.. De forma colectiva,
las seis regiones hipervariables confieren al anticuerpo especificidad de union a antigeno. Sin embargo, incluso un
Unico dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende solo tres regiones hipervariables especificas para un
antigeno) tiene la capacidad de reconocer y de unirse al antigeno, aunque con una afinidad mas baja que el sitio de
unién completo.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab en la adicién de unos pocos restos al
extremo carboxilo del dominio CH1 de la cadena pesada, que incluyen una o mas cisteinas de la regién bisagra del
anticuerpo. Fab’-SH es la designacion en el presente documento para Fab’, en que el resto (o restos) de cisteina de
los dominios constantes portan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’), se produjeron originalmente
como parejas de fragmentos Fab’ que tenian cisteinas de la bisagra entre ellos. También se conocen otros
acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

Las “cadenas ligeras” de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie de vertebrado puede asignarse a uno
o dos tipos claramente distintos, llamados kappa (k) y lambda (A), a base de las secuencias de aminoacidos de sus
dominios constantes.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas
pueden asignarse a distintas clases. Actualmente existen cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD,
IgE, IgG e IgM, y varias de estas pueden dividirse ademas en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3,
IgG4, IgA e IgA2 (segun se define por la designacion en ratéon y ser humano). Los dominios constantes de la cadena
pesada que corresponden a las distintas clases de inmunoglobulinas se llaman alfa, delta, épsilon, gamma y mu,
respectivamente. Las estructuras de subunidad y las configuraciones tridimensionales de las distintas clases de
inmunoglobulina son bien conocidas en mudltiples especies. La prevalencia de los isotipos individuales y las
actividades funcionales asociadas con estos dominios constantes son especificos de especie y deben definirse de
forma experimental.

“Anticuerpo monoclonal”, como se define en el presente documento, es un anticuerpo producido por un Unico clon de
células (en concreto, un Unico clon de células de hibridoma) y, por lo tanto, es un Unico tipo homogéneo puro de
anticuerpo. Todos los anticuerpos monoclonales producidos a partir del mismo clon son idénticos y tienen la misma
especificidad antigénica. El término “monoclonal” concierne a un uUnico clon de células, a una unica célula y a la
progenie de esa célula.

En el presente documento, los anticuerpos monoclonales incluyen, de forma especifica, anticuerpos
(inmunoglobulina) “quiméricos”, en los cuales una porcion de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a
las correspondientes secuencias en anticuerpos obtenidos de una especie particular, mientras que la cadena (o
cadenas) restante es idéntica u homologo a las secuencias correspondientes en anticuerpos obtenidos de otra
especie, asi como fragmentos de tales anticuerpos, siempre que presenten la actividad biologica deseada.
Normalmente, los anticuerpos quiméricos son anticuerpos cuyos genes de las cadenas ligera y pesada se han
construido, normalmente, mediante ingenieria genética, a partir de los genes de la region variable y constante de
anticuerpos que pertenecen a distintas especies. Por ejemplo, los segmentos variables de los genes de un
anticuerpo monoclonal de ratdon pueden unirse a los segmentos constantes de canido. La FIG. 3 es una
representacion esquematica de la estructura general de una realizacion de una IgG de ratén: canido. En esta
realizacion, el sitio de unién a antigeno se obtiene de ratéon mientras que la porcion Fc es de canido.

Las formas “caninizadas” de anticuerpos no caninos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos modificados por
ingenieria genética que contienen una secuencia minima obtenida de una inmunoglobulina que no es canina. Los
anticuerpos caninizados son secuencias de inmunoglobulinas caninas (anticuerpo receptor) en las cuales los restos
de la region hipervariable del receptor se reemplazan con restos de la regién hipervariable de una especie que no es
canina (anticuerpo donante), tal como de ratén, que tenga la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En
algunos casos, los restos de la region marco conservada (FR) de las secuencias de inmunoglobulina canina se
reemplazan con los correspondientes restos no caninos. Adicionalmente, los anticuerpos caninizados pueden incluir
restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se hacen
para perfeccionar aun mas el funcionamiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo caninizado incluira de forma
sustancial todos de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en los cuales todas o sustancialmente
todas las regiones hipervariables corresponden con las de una secuencia de inmunoglobulina que no es canina y
todas o sustancialmente todas las FR son las de una secuencia de inmunoglobulina canina. El anticuerpo
caninizado, de forma opcional, comprendera una region constante (Fc) de inmunoglobulina completa, o al menos
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una porcion, normalmente la de una secuencia de inmunoglobulina canina. La FIG. 4 es una ilustracion de una
realizacion que muestra la especificacion o caninizacion de una IgG de ratén. En esta realizacion, las CDR de raton
se injertan en regiones marco conservadas caninas.

Las formas “felinizadas” de anticuerpos no felinos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos modificados por ingenieria
genética que contienen minimas secuencias obtenidas de una inmunoglobulina no felina. Los anticuerpos felinizados
son secuencias de inmunoglobulina felina (anticuerpo receptor) en las cuales los restos de la region hipervariable del
receptor se reemplazan con restos de la region hipervariable de una especie no felina (anticuerpo donante), tal como
de ratdn, que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los restos de la regiéon marco
conservada (FR) de las secuencias de inmunoglobulina felina se reemplazan con los correspondientes restos que no
son de felino. Adicionalmente, los anticuerpos felinizados pueden incluir restos que no se encuentran en el
anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se hacen para perfeccionar aun mas el
funcionamiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo felinizado incluira sustancialmente todos o al menos uno, y
normalmente dos, dominios variables en los cuales todas o sustancialmente todas las regiones hipervariables
corresponden a las de una secuencia de inmunoglobulina no felina y todas o sustancialmente todas las FR son las
de una secuencia de inmunoglobulina felina. De forma opcional, el anticuerpo felinizado también comprende una
region constante (Fc) de inmunoglobulina completa, o al menos una porcion, normalmente la de una secuencia de
inmunoglobulina felina.

El término “heteroquimérico”, como se define en el presente documento, se refiere a un anticuerpo en el cual una de
las cadenas de anticuerpo (pesada o ligera) esta caninizada mientras que la otra es quimérica. La FIG. 5 representa
una realizacién de una molécula heteroquimérica. En esta realizacion, una cadena pesada variable caninizada (en
donde todas las CDR son de ratén y todas las FR son de canido) esta emparejada con una cadena ligera variable
quimérica (en donde todas las CDR son de raton y todas las FR son de ratén). En esta realizacion, tanto las cadenas
pesada variable como ligera variable estan fusionadas con una regién constante canina. Un anticuerpo anti IL-31
“variante”, se refiere en el presente documento a una molécula que difiere de la secuencia de aminoacidos de una
secuencia de aminoacidos del anticuerpo anti IL-31 “parental” en virtud de la adicion, delecion y/o sustitucion de uno
0 mas restos de aminoacido en la secuencia del anticuerpo parental, y conserva al menos una actividad deseada del
anticuerpo anti IL-31 parental. Las actividades deseadas pueden incluir la capacidad de unirse al antigeno de forma
especifica, la capacidad de reducir, inhibir o neutralizar la actividad de la IL-31 en un animal, y la capacidad de
inhibir la sefializacion de pSTAT mediada por IL-31 en un ensayo basado en células. En una realizacion, la variante
comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas regiones hipervariables y/o marco conservadas
del anticuerpo parental. Por ejemplo, la variante puede comprender al menos una, por ejemplo de aproximadamente
una a aproximadamente diez, y preferentemente de aproximadamente dos a aproximadamente cinco sustituciones
en una o mas regiones marco conservadas y/o hipervariables del anticuerpo parental. Normalmente, la variante
tendra una secuencia de aminoacidos que tenga al menos el 50 % de identidad de secuencia de aminoacidos con
las secuencias del dominio variable de las cadenas pesada o ligera del anticuerpo parental, mas preferentemente al
menos el 65 %, mas preferentemente al menos el 75 %, mas preferentemente al menos el 80 %, mas
preferentemente al menos el 85 %, mas preferentemente al menos el 90 % y muy preferentemente al menos el 95 %
de identidad de secuencia. Identidad u homologia con respecto a esta secuencia se define en el presente
documento como el porcentaje de restos de aminoacido en la secuencia candidata que son idénticos a los restos del
anticuerpo parental, tras alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr la maximo
porcentaje de identidad de secuencia. Ninguna de las extensiones, deleciones o inserciones N-terminales,
C-terminales o internas, en la secuencia del anticuerpo, se considerara que afecten a la identidad de secuencia u
homologia. La variante conserva la capacidad de unirse a la IL-31 y, preferentemente, tiene actividades deseadas
que son superiores a las del anticuerpo parental. Por ejemplo, la variante puede tener una afinidad de unién mas
fuerte, capacidad potenciada para reducir, inhibir o neutralizar la actividad de la IL-31 en un animal, y/o la capacidad
potenciada de inhibir la sefalizacion de pSTAT mediada por la IL-31 en un ensayo basado en células.

Un acido nucleico "variante", se refiere en el presente documento a una molécula que difiere en secuencia de un
acido nucleico "parental". La divergencia en la secuencia de polinucleétidos puede ser el resultado de cambios
mutacionales tales como deleciones, sustituciones o adiciones de uno o mas nucleétidos. Cada uno de estos
cambios puede producirse solo o en combinacién, una o mas veces en una secuencia dada.

El anticuerpo "parental”, en el presente documento, es uno que esta codificado en una secuencia de aminoacidos
utilizada para la preparacion de la variante. Preferentemente, el anticuerpo parental tiene una regiéon marco
conservada canina y, si esta presente, tiene la region (o regiones) constante del anticuerpo canino. Por ejemplo, €l
anticuerpo parental puede ser un anticuerpo caninizado o canino. Como otro ejemplo, el anticuerpo parental es un
anticuerpo monoclonal murino.

El término "aislado" significa que el material (por ejemplo, anticuerpo o acido nucleico) se separa y/o se recupera de
un componente de su entorno natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que
interferirian con los usos diagnosticos o terapéuticos del material, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros
solutos proteicos o no proteicos. Con respecto al acido nucleico, un acido nucleico aislado puede incluir uno que se
separa de las secuencias 5 a 3' con las que esta normalmente asociado en el cromosoma. En realizaciones
preferentes, el material se purificara hasta mas del 95 % en peso del material, y muy preferentemente mas del 99 %
en peso. El material aislado incluye el material in situ dentro de las células recombinantes, dado que al menos un
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componente del entorno natural del material no estara presente. Normalmente, sin embargo, el material aislado se
preparara mediante al menos una etapa de purificacion.

La palabra "marcador”, cuando se utiliza en el presente documento, se refiere a un compuesto o composicion
detectable que esta conjugado de forma directa o indirecta al anticuerpo o acido nucleico. El propio marcador puede
ser detectable por si mismo (por ejemplo, marcadores radioisotopicos o marcadores fluorescentes) o, en el caso de
un marcador enzimatico, puede catalizar la modificaciéon quimica de un compuesto sustrato o composiciéon que sea
detectable.

Las expresiones “acido nucleico”, “polinucleétido”, “molécula de acido nucleico” y similares, pueden utilizarse
indistintamente en el presente documento y se refieren a una serie de bases nucleotidicas (también llamadas
"nucledtidos") en el ADN y ARN. El acido nucleico puede contener desoxirribonucleétidos, ribonucleétidos y/o sus
analogos. La expresion “acido nucleico” incluye, por ejemplo, moléculas monocatenarias y bicatenarias. Un acido
nucleico puede ser, por ejemplo, un gen o fragmento de gen, exones, intrones, una molécula de ADN (por ejemplo,
ADNCc), una molécula de ARN (por ejemplo, ARNm), acidos nucleicos recombinantes, plasmidos y otros vectores,
cebadores y sondas. Estan incluidos polinucledtidos tanto 5" a 3' (sentido) como 3’ a 5' (antisentido).

Un “sujeto” o “paciente” se refiere a un perro que necesita tratamiento, que puede ser afectado por moléculas de la
invencion.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" (o "cantidad eficaz") se refiere a una cantidad de un principio activo, por
ejemplo, un agente de acuerdo con la invencion, suficiente para efectuar resultados beneficiosos o deseados cuando
se administra a un sujeto o paciente. Una cantidad eficaz puede administrarse en una o mas administraciones,
aplicaciones o dosificaciones. Un experto en la materia puede determinar facilmente una cantidad terapéuticamente
eficaz de una composicién de acuerdo con la invencién. En el contexto de la presente invencion, una "cantidad
terapéuticamente eficaz" es una que produce un cambio medido de forma objetiva en uno o mas parametros
asociados con el tratamiento de una afeccién pruriginosa o una afeccion alérgica, incluyendo la mejora clinica de los
sintomas. Por supuesto, la cantidad terapéuticamente eficaz variara dependiendo del sujeto particular y de la
afeccion tratada, el peso y la edad del sujeto, la gravedad de la enfermedad, el compuesto particular elegido, la
pauta posologica a seguir, la temporizacion de la administracion, el compuesto particular elegido, la pauta
posologica a seguir, la temporizacion de la administracion, la manera de administracion y similares, todos los cuales
puede determinar facilmente un experto en la materia.

Como se usa en el presente documento, el término "terapéutico” abarca el espectro completo de tratamientos para
una enfermedad o trastorno. Un agente "terapéutico" de la invencion puede actuar de una manera que es profilactica
o preventiva, incluyendo las que incorporan procedimientos disefiados para dirigirlos a animales que pueden
identificarse como estando en riesgo (farmacogenética), o de una manera que es mejoradora o de naturaleza
curativa, o puede actuar para frenar la velocidad o alcance de la progresion de al menos uno de los sintomas de una
enfermedad o trastorno a tratar.

"Tratamiento”, "que trata", y similares, se refieren tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profilacticas y
preventivas. Los animales que necesitan tratamiento incluyen los que ya tienen el trastorno asi como en los que
debe prevenirse el trastorno. El término "tratamiento” de, o "que trata", una enfermedad o trastorno, incluye prevenir
o proteger frente a la enfermedad o trastorno (es decir, provocar que los sintomas clinicos no se desarrollen); inhibir
la enfermedad o trastorno (es decir, detener o suprimir el desarrollo de sintomas clinicos) y/o aliviar la enfermedad o
trastorno (es decir, provocar la regresion de los sintomas clinicos). Como se apreciara, no siempre es posible
distinguir entre " prevenir " y " suprimir " una enfermedad o trastorno, dado que el acontecimiento o acontecimientos
inductivos definitivos pueden ser desconocidos o estar latentes. Por consiguiente, el término "profilaxis" se entendera
que constituye un tipo de "tratamiento" que abarca tanto "prevenir" como "suprimir". Por lo tanto, el término
“tratamiento” incluye “profilaxis”.

La expresion "afeccion alérgica" se define en el presente documento como un trastorno o enfermedad provocado por
una interaccion entre el sistema inmunitario y una sustancia extrafia para el cuerpo. Esta sustancia extrafia se
denomina "un alérgeno". Los alérgenos comunes incluyen aeroalérgenos, tales como pdlenes, polvo, mohos,
proteinas de acaros del polvo, saliva inyectada de mordeduras de insectos, etc. Los ejemplos de afecciones
alérgicas incluyen, pero sin limitacion, los siguientes: dermatitis alérgica, eccema estival, urticaria, jadeo,
enfermedad de las vias respiratorias inflamatoria, obstruccién de las vias respiratorias recurrente, hipersensibilidad
de las vias respiratorias, enfermedad pulmonar obstructiva cronica y procesos inflamatorios que son el resultado de
la autoinmunidad, tal como el sindrome del intestino irritable (SlI).

La expresion "afeccion pruriginosa”, como se define en el presente documento, es una enfermedad o trastorno
caracterizado por una sensacién de picor intensa, que produce la necesidad imperiosa de rascarse o frotarse la piel
para obtener alivio. Los ejemplos de afecciones pruriginosas incluyen, pero sin limitacion, las siguientes: dermatitis
atopica, eccema, psoriasis, esclerodermia y prurito.

Como se usa en el presente documento, los términos o expresiones "célula", "linea celular" y "cultivo celular",
pueden utilizarse indistintamente. Todos estos términos también incluyen su progenie, que es cualquiera y todas las
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generaciones posteriores. Se comprende que toda la progenie puede no ser idéntica debido a las mutaciones
deliberadas o inadvertidas. En el contexto de la expresion de una secuencia de acido nucleico heterdloga, "célula
hospedadora" se refiere a una célula procariota o eucariota (por ejemplo, células bacterianas, células de levadura,
células de mamifero y células de insecto), ya sea se emplacen in vitro o in vivo. Por ejemplo, las células
hospedadoras pueden emplazarse en un animal transgénico. La célula hospedadora puede utilizarse como un
receptor de vectores y puede incluir cualquier organismo transformable que tenga la capacidad de replicar un vector
y/o expresar un acido nucleico heterdlogo codificado por un vector.

Una "composicion" pretende significar una combinacion de un agente activo y otro compuesto o composicion que
puede ser inerte (por ejemplo, un marcador) o activo, tal como un adyuvante.

Como se define en el presente documento, los transportadores farmacéuticamente aceptables adecuados para su
uso en la invencién son bien conocidos para los expertos en la materia. Tales transportadores incluyen, pero sin
limitacién, agua, soluciéon salina, solucién salina tamponada, tampoén fosfato, soluciones alcohdlicas/acuosas,
emulsiones o suspensiones. Pueden afiadirse otros diluyentes, adyuvantes y excipientes empleados de forma
convencional, en conformidad con las técnicas convencionales. Tales transportadores pueden incluir etanol, polioles
y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales y ésteres organicos inyectables. También pueden emplearse
tampones y agentes para el ajuste del pH. Los tampones incluyen, pero sin limitacién, sales preparadas a partir de
una base o acido organico. Los tampones representativos incluyen, pero sin limitacion, sales acidas organicas, tales
como sales de acido citrico, por ejemplo, citratos, acido ascérbico, acido gluconico, histidina-HCI, acido carboénico,
acido tartarico, acido succinico, acido acético o acido ftalico, Tris, clorhidrato de trimetilamina o tampones fosfato.
Los transportadores parenterales pueden incluir solucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa,
trehalosa, sacarosa y cloruro de sodio, Ringer lactato o aceites no volatiles. Los transportadores intravenosos
pueden incluir reforzadores fluidos y nutritivos, reforzadores de electrolitos, tales como los basados en dextrosa de
Ringer y similares. También pueden proporcionarse en los transportadores farmacéuticos conservantes y otros
aditivos tales como, por ejemplo, agentes microbianos, antioxidantes, quelantes (por ejemplo, EDTA), gases inertes
y similares. La presente invencién no esta limitada por la seleccién del transportador. La preparacion de estas
composiciones farmacéuticamente aceptables, a partir de los componentes descritos anteriormente, que tienen
isotonicidad, pH, estabilidad y otras caracteristicas convencionales apropiadas, estan dentro de la habilidad en la
técnica. Véase, por ejemplo, textos tales como: Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 ed,
Lippincott Williams & Wilkins, publ., 2000 y The Handbook of Pharmaceutical Excipients, 42 ed., eds. R. C. Rowe y
col., APhA Publications, 2003.

La expresion “sustitucion de aminoacido conservativa” indica cualquier sustitucién de aminoacido para un dado resto
de aminoacido, en donde el resto sustituto es tan quimicamente similar al tal resto, que no da como resultado la
disminucion sustancial de la funcién del polipéptido (por ejemplo, actividad enzimatica). Las sustituciones de
aminoacido conservativas se conocen comunmente en la técnica y los ejemplos de las mismas se describen en, por
ejemplo, las Patente de Estados Unidos N.° 6.790.639, 6.774.107, 6.194.167 o 5.350.576. En una realizacion
preferente, una sustituciéon de aminoacido conservativa sera una cualquiera que se produzca dentro de uno de los
siguientes seis grupos

1. Restos alifaticos pequefios, sustancialmente no polares: Ala, Gly, Pro, Sery Thr;

2. Restos alifaticos grandes, no polares: lle, Leu y Val; Met;

3. Restos polares cargados de forma negativa y sus amidas: Asp y Glu;

4. Amidas de restos polares cargados de forma negativa: Asn y Gin; His;

5. Restos polares, cargados de forma positiva: Arg y Lys; His; y

6. Restos aromaticos grandes: Trp y Tyr; Phe.

En una realizacion preferente, una sustitucion de aminoacido conservativa sera una cualquiera de las
siguientes, que estan enumeradas como parejas de Restos Nativos (Sustituciones Conservativas): Ala (Ser);
Arg (Lys); Asn (GIn; His); Asp (Glu); GIn (Asn); Glu (Asp); Gly (Pro); His (Asn; GIn); lle (Leu; Val); Leu (lle; Val);
Lys (Arg; GIn; Glu); Met (Leu; lle); Phe (Met; Leu; Tyr); Ser (Thr); Thr (Ser); Trp (Tyr); Tyr (Trp; Phe) y Val (lle;
Leu).

Al igual que un polipéptido puede contener una sustitucion (o sustituciones) de aminoacido conservativa, un
polinucleétido del presente documento puede contener una sustitucion (o sustituciones) de codones conservativas.
Una sustitucién de coddn se considera conservativa si, cuando se expresa, produce una sustitucion de aminoacido
conservativa, como se describe anteriormente. La sustitucion de codén degenerada, la cual no da como resultado
una sustituciéon de aminoacido, también es util en los polinucleétidos de acuerdo con la presente invencién. Por lo
tanto, por ejemplo, un polinucleétido que codifica un polipéptido seleccionado Util en una realizacion de la presente
invencion puede mutarse mediante una sustitucion de codén degenerada para aproximarse a la frecuencia de uso
de codones presentada por una célula hospedadora de expresion a transformar con dicho polinucleétido, o para
mejorar de otra forma la expresion del mismo.

Descripcion detallada de la invenciéon

Debe entenderse que la presente invencion no se limita a las metodologias, protocolos y reactivos, etc., particulares
descritos en el presente documento y que, como tal, pueden variar.
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A menos que se defina de otra forma, los términos cientificos y técnicos utilizados en relaciéon con los anticuerpos
descritos en el presente documento tendran los significados que un experto en la materia entiende comunmente.
Ademas, a menos que se requiera otra cosa por el contexto, los términos singulares incluiran pluralidades y los
términos plurales incluiran el singular. En general, las nomenclaturas utilizadas en relaciéon con, y las técnicas de,
células y cultivo celulares, biologia molecular, proteinas y la quimica e hibridacion de oligo- o polinucledtidos,
descritas en el presente documento, son las bien conocidas y utilizadas cominmente en la técnica.

Para el ADN recombinante, la sintesis de oligonucleétidos, y el cultivo de tejidos y transfeccion, se utilizan técnicas
convencionales (por ejemplo, electroporacion, lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion
se realizan de acuerdo con las especificaciones de los fabricantes o como se llevan a cabo cominmente en la
técnica, o como se describe en el presente documento. Las técnicas y procedimientos anteriores se realizan en
general de acuerdo con los procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica y como se describe en
diversas referencias generales y mas especificas que se citan y discuten en toda la presente memoria descriptiva,
véase, por ejemplo, Sambrook y col. MOLECULAR CLONING: LAB. MANUAL (32 ed., Cold Spring Harbor Lab.
Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2001) y Ausubel y col. Current Protocols in Molecular Biology (New York: Greene
Publishing Association/Wiley Interscience), 1993. Las nomenclaturas utilizadas en relacion con, y los procedimientos
de laboratorio y técnicas de, la quimica analitica, quimica organica sintética y quimica de medicamentos y
farmacéutica, descritas en el presente documento, son las bien conocidas y cominmente utilizadas en la técnica.
Las técnicas convencionales se utilizan para la sintesis quimica, el andlisis quimico, la preparacién farmacéutica, la
formulacion y suministro, y el tratamiento de pacientes.

Excepto en los ejemplos operativos o cuando se indique otra cosa, todos los nimeros que expresen cantidades de
ingredientes o condiciones de reaccion utilizados en el presente documento deben entenderse como modificados en
todos los casos por el término "aproximadamente".

La presente invencién proporciona anticuerpos monoclonales recombinantes y sus usos en procedimientos clinicos y
cientificos, incluyendo procedimientos de diagnostico.

Con el advenimiento de los procedimientos de biologia molecular y la tecnologia recombinante, es posible producir
anticuerpos y moléculas de tipo anticuerpo por medios recombinantes y, de este modo, generar secuencias génicas
que codifican secuencias de aminoacidos especificas encontradas en la estructura polipeptidica de los anticuerpos.
Tales anticuerpos pueden producirse ya sea clonando las secuencias génicas que codifican las cadenas
polipeptidicas de dichos anticuerpos o mediante sintesis directa de dichas cadenas polipeptidicas, con el ensamblaje
de las cadenas sintetizadas, para formar estructuras tetraméricas activas (H.L,) con afinidad por epitopos y
determinantes antigénicos especificos. Esto ha permitido la produccion facil de anticuerpos que tienen
caracteristicas de secuencias de anticuerpos neutralizantes de distintas especies y fuentes.

Independientemente de la fuente de los anticuerpos o de cémo se construyen de forma recombinante, o de como se
sintetizan, in vitro o in vivo, utilizando animales transgénicos, grandes cultivos celulares de tamafo de laboratorio o
comercial, utilizando plantas transgénicas o mediante sintesis quimica directa empleando organismos no vivos en
cualquier fase del procedimiento, todos los anticuerpos tienen una estructura tridimensional global similar. Esta
estructura a menudo se proporciona como H.lL, y se refiere al hecho de que los anticuerpos cominmente
comprenden dos cadenas de aminoacidos ligeras (L) y dos cadenas de aminoacidos pesadas (H). Ambas cadenas
tienen regiones que tienen la capacidad de interactuar con una diana antigénica estructuralmente complementaria.
Las regiones que interactdan con la diana se denominan como regiones "variables" o "V", y se caracterizan por
diferencias en la secuencia de aminoacidos de los anticuerpos de distinta actividad antigénica. Las regiones
variables de las cadenas H o L contienen las secuencias de aminoacidos que tienen la capacidad de unirse de forma
especifica a las dianas antigénicas.

La expresion “region de uniéon a antigeno”, como se usa en el presente documento, se refiere a la porcion de una
molécula de anticuerpo que contiene los restos de aminoacido que interactian con un antigeno y confieren al
anticuerpo su especificidad y afinidad para el antigeno. La region de union del anticuerpo incluye los restos de
aminoacido de la "regidn marco conservada" necesarios para mantener la conformacion apropiada de los restos de
union a antigeno.

Dentro de las regiones variables de las cadenas H o L que proporcionan las regiones de unién a antigeno, hay
secuencias mas pequefias llamadas "hipervariables" debido a su extrema variabilidad entre anticuerpos de distinta
especificidad. Tales regiones hipervariables también se denominan como "regiones determinantes de
complementariedad" o "CDR". Estas regiones CDR suponen la especificidad basica del anticuerpo para una
estructura determinante antigénica particular.

Las CDR representan tramos no contiguos de aminoacidos dentro de las regiones variables pero,
independientemente de la especie, se ha encontrado que los emplazamientos posicionales de estas secuencias de
aminoacidos criticas dentro de las regiones de las cadenas pesada y ligera variables tienen emplazamientos
similares dentro de las secuencias de aminoacidos de las cadenas variables. Las cadenas pesada y ligera variables
de todos los anticuerpos tienen tres regiones CDR, cada una no continua con la otra.

En todas las especies de mamifero los péptidos de anticuerpo contienen regiones constantes (es decir, altamente
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conservadas) y variables, y dentro de las ultimas, existen las CDR, y las denominadas "regiones marco
conservadas" compuestas de secuencias de aminoacidos dentro de la region variable de la cadena pesada o ligera,
pero fuera de las CDR.

Respecto al determinante antigénico reconocido por las regiones CDR del anticuerpo, este se denomina también
"epitopo". En otras palabras, epitopo se refiere a la porcién de cualquier molécula que tiene la capacidad de ser
reconocida por, y de unirse a, un anticuerpo (la correspondiente regién de unién al anticuerpo puede denominarse
como un paratopo).

Un “antigeno” es una molécula o una porcidon de una molécula a la que un anticuerpo tiene la capacidad de unirse,
que adicionalmente tiene la capacidad de inducir que un animal produzca un anticuerpo que tenga la capacidad de
unirse a un epitopo del antigeno. Un antigeno puede tener uno o mas de un epitopo. La reaccion especifica a la que
se hace referencia anteriormente esta destinada a indicar que el antigeno reaccionara, de una manera altamente
selectiva, con su correspondiente anticuerpo y no con la multitud de otros anticuerpos que pueden evocar los otros
antigenos.

El término “anticuerpo” pretende incluir tanto moléculas de inmunoglobulina intactas como porciones, fragmentos,
péptidos y derivados de los mismos tales como, por ejemplo, Fab, Fab’, F(ab'),, Fv, Fse, regiones CDR, paratopos o
cualquier porcion o secuencia peptidica del anticuerpo que tenga la capacidad de unirse a un antigeno o epitopo. Se
dice que un anticuerpo tiene “la capacidad de unirse” a una molécula si tiene la capacidad de reaccionar de forma
especifica con la molécula para que, de este modo, la molécula se una al anticuerpo.

Anticuerpo también incluye anticuerpos quiméricos, anticuerpos heteroquiméricos o anticuerpos caninizados, asi
como fragmentos, porciones, regiones, péptidos o derivados de los mismos, proporcionados mediante cualquier
técnica conocida, tal como, pero sin limitacién, escision enzimatica, sintesis peptidica o técnicas recombinantes.
Tales anticuerpos de la presente invencion tienen la capacidad de unirse de forma especifica a la IL-31 de perro. Los
fragmentos o porciones de anticuerpo pueden carecer del fragmento Fc del anticuerpo intacto, eliminarse mas
rapidamente de la circulacién y pueden tener una unién de tejido no especifica menor que la de un anticuerpo
intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo pueden producirse a partir de anticuerpos intactos utilizando
procedimientos bien conocidos en la técnica, por ejemplo mediante escisidon enzimatica con enzimas tales como
papaina (para producir fragmentos Fab) o pepsina (para producir fragmentos F(ab’)z). Véase, por ejemplo, Wahl y
col., 24 J. Nucl. Med. 316-25 (1983). Las porciones de anticuerpos pueden fabricarse mediante cualquiera de los
procedimientos anteriores o pueden fabricarse expresando una porcién de la molécula recombinante. Por ejemplo, la
region (o regiones) CDR de un anticuerpo recombinante puede aislarse y subclonarse en el vector de expresion
apropiado. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.° 6.680.053.

Secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de los clones 11E12, 34D03 y 19D07

En algunas realizaciones, la presente invencidon proporciona nuevos anticuerpos monoclonales que se unen de
forma especifica a la IL-31 de perro. En una realizacion, un anticuerpo monoclonal de la invencion se une la IL-31 de
perro e impide su unién a, y la activacion de, su complejo correceptor que comprende el receptor de IL-31 A (RIL-
31a) y el receptor especifico de Oncostatina-M (ROsm o RIL-31b). Los anticuerpos monoclonales de la presente
invencion se identifican en el presente documento como "11E12", "34D03" y "19D07", que se refiere al nimero
asignado a su clon de hibridoma. En el presente documento, "11E12", "34D03" o "19D07" también se refiere a la
porcién del anticuerpo monoclonal, el paratopo o las CDR, que se unen de forma especifica con un epitopo de la
IL-31 identificado como 11 E12, 34D03 o 19D07, debido a su capacidad para unirse a los anticuerpos 11 E12,
34D03 o 19D07, respectivamente. Las varias formas recombinantes, quiméricas, heteroquiméricas y/o caninizadas
de 11 E12, 34D03 y 19D07 descritas en el presente documento pueden denominarse mediante el mismo nombre.

En una realizacion, la presente invenciéon proporciona un anticuerpo aislado, o porcion de unién a antigeno del
mismo, que incluye al menos uno de los siguientes:

una region determinante de complementariedad (CDR)1 de la cadena pesada variable (Vu) que tiene la
secuencia de aminoacidos YYDIN (SEQ ID NO: 1; 11E12-VH-CDR1), SYDMS (SEQ ID NO: 2; 19D07-VH-CDR1)
o NYGMS (SEQ ID NO: 3; 34D03-VH-CDR1);

una CDR2 de la cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos WIFPGDGGTKYNETFKG (SEQ
ID NO: 4; 11E12-VH-CDR2), TITSGGGYTYSADSVKG (SEQ ID NO: 5; 19D07-VH-CDR2) o
TISYGGSYTYYPDNIKG (SEQ ID NO: 6; 34D03-VH-CDR?2);

una CDR3 de la cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos ARGGTSVIRDAMDY (SEQ ID
NO: 7; 11E12-VH-CDR3), ARQNWVVGLAY (SEQ ID NO: 8; 19D07-VH-CDR3) o VRGYGYDTMDY (SEQ ID NO:
9; 34D03-VH-CDR3); y

una variante de las mismas que tengan una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una
de CDR1, CDR2 o CDRS.

En otra realizacion, la invencion proporciona un anticuerpo aislado, o porcion de unién a antigeno del mismo, que
incluye al menos uno del siguiente grupo:
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una cadena ligera variable (V) que comprende una region determinante de complementariedad (CDR)1 que
tiene la secuencia de aminoacidos RASESVDNYGISFMH (SEQ ID NO: 10; 11E12-VL-CDR1),
KSSQSLLNSGNQKNYLA (SEQ ID NO: 11; 19D07-VL-CDR1) o KASQSVSFAGTGLMH (SEQ ID NO: 12; 34D03-
VL-CDR1);

una CDR2 de la cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminoacidos RASNLES (SEQ ID NO: 13;
11E12-VL-CDR2), GASTRES (SEQ ID NO: 14; 19D07-VL-CDR2) o RASNLEA (SEQ ID NO: 15; 34D03-VL-
CDR2);

una CDR3 de la cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminoacidos QQSNKDPLT (SEQ ID NO: 16;
11E12-VL-CDR3), QNDYSYPYT (SEQ ID NO: 17; 19D07-VL-CDR3) o QQSREYPWT (SEQ ID NO: 18; 34D03-
VL-CDR3); y

una variante de las mismas que tenga una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una de
CDR1, CDR2 o CDR3

En ofras realizaciones adicionales, un anticuerpo que tenga al menos una de las CDR de la cadena ligera variable
descritas anteriormente, puede incluir adicionalmente una de las siguientes CDR de la cadena pesada variable:

una region determinante de complementariedad (CDR)1 de la cadena pesada variable que tenga la secuencia de
aminoéacidos YYDIN (SEQ ID NO: 1; 11E12-VH-CDR1), SYDMS (SEQ ID NO: 2; 19D07-VH-CDR1) o NYGMS
(SEQ ID NO: 3; 34D03-VHCDR1);

una CDR2 de la cadena pesada variable que tenga la secuencia de aminoacidos WIFPGDGGTKYNETFKG
(SEQ ID NO: 4; 11E12-VH-CDR2), TITSGGGYTYSADSVKG (SEQ ID NO: 5; 19D07-VH-CDR2) o
TISYGGSYTYYPDNIKG (SEQ ID NO: 6; 34D03-VH-CDR?2);

una CDR3 de la cadena pesada variable que tenga la secuencia de aminoacidos ARGGTSVIRDAMDY (SEQ ID
NO: 7; 11E12-VH-CDR3), ARQNWWGLAY (SEQ ID NO: 8; 19D07-VH-CDR3) o VRGYGYDTMDY (SEQ ID NO:
9; 34D03-VH-CDR3); y

una variante de las mismas que tenga una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una de
CDR1, CDR2 o CDRS.

En algunas realizaciones, el anticuerpo puede incluir al menos uno de los siguientes:

a) una cadena ligera variable que comprende
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNYGISFMHWYQQKPGQPPKLLIYRASNLESGIPA
RFSGSGSRTDFTLTINPVETDDVATYYCQQSNKDPLTFGAGTKLELK (SEQ ID NO: 19; MU-11 E12-VL),
DIVMTQTPLSLSVSPGEPASISCRASESVDNYGISFMHWYQQKPGQPPKLLIYRASNLESGVPD
RFSGSGSGTDFTLRISRVEADDAGVYYCQQSNKDPLTFGAGTKLEIK (SEQ ID NO: 20; CAN-11 E12-VL-cUn-
FW2),

DIVMTQTPLSLSVSPGEPASISCRASESVDNYGISFMHWFQQKPGQSPQLLIYRASNLESGVPD
RFSGSGSGTDFTLRISRVEADDAGVYYCQQSNKDPLTFGAGTKLEIK (SEQ ID NO: 21; CAN-11E12-VL-cUn-13),
DIVMSQSPSSLSVSAGDKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLAWYQQKPWQPPKLLIYGASTRES
GVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCQNDYSYPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 22; MU-19D07-VL),
EIVMTQSPASLSLSQEEKVTITCKSSQSLLNSGNQKNYLAWYQQKPGQAPKLLIYGASTRESGV
PSRFSGSGSGTDFSFTISSLEPEDVAVYYCQNDYSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 23; CAN-19D07-VL-
998-1),

DILLTQSPASLAVSLGQRAIISCKASQSVSFAGTGLMHWYQQKPGQQPKLLIYRASNLEAGVPT
RFSGSGSRTDFTLNIHPVEEEDAATYFCQQSREYPWTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 24; MU-34D03-VL) o
EIVMTQSPASLSLSQEEKVTITCKASQSVSFAGTGLMHWYQQKPGQAPKLLIYRASNLEAGVPS
RFSGSGSGTDFSFTISSLEPEDVAVYYCQQSREYPWTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 25; CAN-34D03-VL-998-1);
b) una cadena pesada variable que comprende
QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFKYYDINWVRQRPEQGLEWIGWIFPGDGGTKYNE
TFKGKATLTTDKSSSTAYMQLSRLTSEDSAVYFCARGGTSVIRDAMDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 26; MU-
11 E12-VH),

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKTSGYTFKYYDINWVRQAPGAGLDWMGWIFPGDGGTKYN
ETFKGRVTLTADTSTSTAYMELSSLRAGDIAVYYCARGGTSVIRDAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 27; CAN
-11E12-VH-415-1),
EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFAFSSYDMSWVRQIPEKRLEWVATITSGGGYTYSADS
VKGRFTISRDNARNTLYLQMSSLRSEDTAVYYCARQNWVVGLAYWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 28; MU-19D07
-VH),

EVQLVESGGDLVKPGGSLRLSCVASGFTFSSYDMSWVRQAPGKGLQWVATITSGGGYTYSA
DSVKGRFTISRDNARNTLYLQMNSLRSEDTAVYYCARQNWVVGLAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 29; CAN-
19D07-VH-400-1),
EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFSFSNYGMSWVRQTPDKRLEWVATISYGGSYTYYPD
NIKGRFTISRDNAKNTLYLQMSSLKSEDTAMYYCVRGYGYDTMDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 30; MU-
34D03-VH) o

EVQLVESGGDLVKPGGSLRLSCVASGFTFSNYGMSWVRQAPGKGLQWVATISYGGSYTYYP
DNIKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAMYYCVRGYGYDTMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 31; CAN-
34D03-VH-568-1); y
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c) variantes de las mismas que tengan una o mas sustituciones de aminoacido conservativas.

En otras realizaciones, la invencién proporciona una célula hospedadora que produce un anticuerpo descrito
anteriormente.

La presente invencion también incluye, dentro de su ambito, secuencias de nucleétidos que codifican un anticuerpo
descrito anteriormente, que codifican las regiones variables de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo anti IL-31
de la presente invencion. Ademas, también esta incluida dentro del ambito de la invencion cualquier secuencia de
nucleétidos que codifique la secuencia de aminoacidos de 11 E12, 34D03 o 19D07, o péptidos de las mismas.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo descrito
anteriormente, que incluye una secuencia de acido nucleico que codifica al menos uno de los siguientes:

una region determinante de complementariedad (CDR)1 de la cadena pesada variable (Vu) que tiene la
secuencia de aminoacidos YYDIN (SEQ ID NO: 1; 11E12-VH-CDR1), SYDMS (SEQ ID NO: 2; 19D07-VH-CDR1)
o NYGMS (SEQ ID NO: 3; 34D03-VH-CDR1);

una CDR2 de la cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos WIFPGDGGTKYNETFKG (SEQ
ID NO: 4; 11E12-VH-CDR2), TITSGGGYTYSADSVKG (SEQ ID NO: 5; 19D07-VH-CDR2) o
TISYGGSYTYYPDNIKG (SEQ ID NO: 6; 34D03-VH-CDR?2);

una CDR3 de la cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos ARGGTSVIRDAMDY (SEQ ID
NO: 7; 11E12-VH-CDR3), ARQNWVVGLAY (SEQ ID NO: 8; 19D07-VH-CDR3) o VRGYGYDTMDY (SEQ ID NO:
9; 34D03-VH-CDR3); y

una variante de las mismas que tenga una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una de
CDR1, CDR2 o CDRS.

En realizaciones adicionales, el acido nucleico aislado descrito anteriormente puede incluir adicionalmente una
secuencia de acido nucleico que codifique al menos uno de los siguientes:

una cadena ligera variable (V) que comprende una determinante de complementariedad (CDR) 1 que tenga la
secuencia de aminoacidos RASESVDNYGISFMH (SEQ ID NO: 10; 11E12-VL-CDR1), KSSQSLLNSGNQKNYLA
(SEQ ID NO: 11; 19D07-VL-CDR1) o KASQSVSFAGTGLMH (SEQ ID NO: 12; 34D03-VL-CDR1);

una CDR2 de la cadena ligera variable que tenga la secuencia de aminoacidos RASNLES (SEQ ID NO: 13;
11E12-VL-CDR2), GASTRES (SEQ ID NO: 14; 19D07-VL-CDR2) o RASNLEA (SEQ ID NO: 15; 34D03-VL-
CDR2);

una CDRS3 de la cadena ligera variable que tenga la secuencia de aminoacidos QQSNKDPLT (SEQ ID NO: 16;
11E12-VL-CDR3), QNDYSYPYT (SEQ ID NO: 17; 19D07-VL-CDR3) o QQSREYPWT (SEQ ID NO: 18; 34D03-
VL-CDR3); y

una variante de las mismas que tenga una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una de
CDR1, CDR2 o CDRS.

La presente invencion proporciona adicionalmente un vector que incluye al menos uno de los acidos nucleicos
descritos anteriormente.

Debido a que el cédigo genético es degenerado, puede utilizarse mas de un codén para codificar un aminoacido
particular. Utilizando el cédigo genético, pueden identificarse una o mas secuencias de nucleétidos distintas, cada
una de las cuales tendria la capacidad de codificar al aminoacido. La probabilidad de que un oligonucleétido
particular constituya, de hecho, la secuencia codificante de XXX real puede estimarse considerando las relaciones
de emparejamiento de bases andémalas y la frecuencia con la que un codén particular realmente se utiliza (para
codificar un aminoacido particular) en células eucariotas o procariotas que expresan un anticuerpo anti IL-31, una o
porcién. Tales "reglas de utilizacion de codones" se desvelan en Lathe, y col., 183 J. Molec. Biol. 1-12 (1985).
Utilizando las "reglas de utilizacion de codones" de Lathe, puede identificarse una unica secuencia de nucleétidos, o
un conjunto de secuencias de nucledtidos, que contenga una secuencia de nucledtidos teéricamente "mas probable”
que tenga la capacidad de codificar las secuencias anti IL-31. También se pretende que las regiones que codifican el
anticuerpo para su uso en la presente invencidon puedan proporcionarse también alterando los genes de anticuerpo
existentes, utilizando técnicas de biologia molecular convencionales que den como resultado variantes (agonistas)
de los anticuerpos y de los péptidos descritos en el presente documento. Tales variantes incluyen, pero sin
limitacién, deleciones, adiciones y sustituciones en la secuencia de aminoacidos de los anticuerpos o péptidos anti
IL-31.

Por ejemplo, una clase de sustituciones son las sustituciones de aminoacido conservativas. Tales sustituciones son
las que sustituyen un aminoacido dado en un péptido de anticuerpo anti IL-31 por otro aminoacido de caracteristicas
similares. Normalmente se ven como sustituciones conservativas los reemplazos, uno por otro, entre los
aminoacidos alifaticos Ala, Val, Leu e lle; el intercambio de los restos hidroxilo de Ser y Thr, el intercambio de los
restos acidos Asp y Glu, la sustitucion entre los restos amida Asn y Gin, el intercambio de los restos basicos Lys y
Arg, el reemplazo entre los restos aromaticos Phe, Tyr y similares. Las directrices respecto a qué cambios de
aminoacido son probablemente fenotipicamente silenciosos se encuentra en Bowie y col., 247 Science 1306-10
(1990).
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Los anticuerpos o péptidos anti IL-31 variantes o agonistas pueden ser totalmente funcionales o pueden carecer de
funcién de una o mas actividades. Las variantes totalmente funcionales contienen normalmente solo variaciones
conservativas o variaciones en restos no criticos o en regiones no criticas. Las variantes funcionales también
pueden contener sustituciones de aminoacidos similares que no dan como resultado un cambio de funcién o dan
como resultado uno insignificante. Como alternativa, tales sustituciones pueden afectar en algun grado la funcién, de
forma positiva o negativa. Las variantes no funcionales normalmente contienen una o mas sustituciones, deleciones,
inserciones, inversiones o truncamientos de aminoacido no conservativos, o una sustitucion, insercién, inversion o
delecion en un resto critico o region critica.

Los aminoacidos que son esenciales para la funcién pueden identificarse por procedimientos conocidos en la
técnica, tales como la mutagénesis dirigida o la mutagénesis mediante alanina. Cunningham y col., 244 Science
1081-85 (1989). El ultimo procedimiento introduce mutaciones de alaninas unicas en cada resto de la molécula. Las
moléculas mutantes resultantes se analizan después por su actividad bioldgica, tal como la unién al epitopo o la
actividad ADCC in vitro. Los sitios que son criticos para la unién ligando-receptor también pueden determinarse
mediante analisis estructural, tal como cristalografia, resonancia magnética nuclear o marcaje por fotoafinidad. Smith
y col., 224 J. Mol. Biol. 899-904 (1992); de Vos y col., 255 Science 306-12 (1992).

Ademas, los polipéptidos a menudo contienen aminoacidos distintos de los veinte aminoacidos de "origen natural”.
Adicionalmente, muchos aminoacidos, que incluyen los aminoacidos terminales, pueden modificarse por procesos
naturales, tales como el procesamiento y otras modificaciones postraduccionales, o por técnicas de modificacion
quimica bien conocidas en la técnica. Las modificaciones conocidas incluyen, pero sin limitacion, acetilacion,
acilacion, ribosilacion de ADP, amidacion, la unién covalente de flavina, la unioén covalente de un grupo funcional
heme, unién covalente de un nucledétido o derivado de nucleétido, unién covalente de un lipido o derivado lipidico, la
unidon covalente de fosfatidilinositol, ciclacion, formacion de enlaces disulfuro, desmetilacién, formacién de
entrecruzamientos covalentes, formacion de cisteinas, formacién de piroglutamato, formilaciéon, carboxilacion
gamma, glucosilacion, formacion de anclajes por GPI, hidroxilacion, yodinacion, metilacion, miristoilacién, oxidacion,
procesamiento proteolitico, fosforilacion, prenilacion, racemizacion, selenoilacion, sulfacion, adicion de aminoacidos
a proteinas, mediada por ARN de transferencia, tales como arginilacién y ubiquitinacion.

Tales modificaciones son bien conocidas por los expertos en la materia y se han descrito con gran detalle en la
literatura cientifica. En textos mas basicos, tales como Proteins--Structure and Molecular Properties (22 ed., T. E.
Creighton, W. H. Freeman & Co., NY, 1993), se describen varias modificaciones particularmente comunes, por
ejemplo, glucosilacién, unién de lipidos, sulfatacion, carboxilacién gamma de restos de acido glutamico, hidroxilacion
y ribosilacion de ADP. En esta materia estan disponibles muchas revisiones detalladas, tales como la de Wold,
Posttranslational Covalent Modification of proteins, 1-12 (Johnson, ed., Academic Press, NY, 1983); Seifter y col. 182
Meth. Enzymol. 626-46 (1990) y Rattan y col. 663 Ann. NY Acad. Sci. 48-62 (1992).

Por consiguiente, los anticuerpos de la presente invencidon también abarcan derivados o analogos en los que un
resto de aminoacido sustituido no es uno codificado por el cédigo genético.

De forma similar, las adiciones y sustituciones en la secuencia de aminoacidos, asi como las variaciones y
modificaciones recién descritas, pueden ser igualmente aplicables a la secuencia de aminoacidos del antigeno y/o
epitopo de la IL-31, o péptidos de los mismos. Como se menciona anteriormente, los genes que codifican un
anticuerpo monoclonal de acuerdo con la presente invencién son especificamente efectivos en el reconocimiento de
la IL-31.

Derivados de anticuerpo

Estan incluidos en el ambito de la presente invencién los derivados de anticuerpo. Un “derivado” de un anticuerpo
contiene grupos funcionales quimicos adicionales que normalmente no son parte de la proteina. Las modificaciones
covalentes de la proteina estan incluidas en el ambito de la presente invencion. Tales modificaciones pueden
introducirse en la molécula haciendo reaccionar restos de aminoacido del anticuerpo que se tienen como objetivo
con un agente de derivatizacion organico que tenga la capacidad de reaccionar con las cadenas laterales o restos
terminales seleccionados. Por ejemplo, la derivatizacion con agentes bifuncionales, bien conocida en la técnica, es
util para el entrecruzamiento del anticuerpo, o un fragmento, con una matriz de soporte insoluble en agua o con otros
soportes macromoleculares.

Los derivados también incluyen anticuerpos monoclonales que estan marcados de forma radioactiva. Por ejemplo,
con yodo radioactivo C?%1, '31), carbono ('“C), azufre (**S), indio ('"'l,), tritto (°*H) o similar; conjugados de
anticuerpos monoclonales con biotina o avidina, con enzimas, tales como peroxidasa de rabano picante, fosfatasa
alcalina, beta-D-galactosidasa, glucosa oxidasa, glucoamilasa, anhidrasa de acido carboxilico, acetilcolinesterasa,
lisozima, malato deshidrogenasa o glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, y también conjugados de anticuerpos
monoclonales con agentes bioluminiscentes (tales como luciferasa), agentes quimioluminiscentes (tales como
ésteres de acridina) o agentes fluorescentes (tales como ficobiliproteinas).

Otro derivado de anticuerpo bifuncional de la presente invencion es un anticuerpo biespecifico, generado
combinando partes de dos anticuerpos distintos que reconocen dos grupos antigénicos distintos. Esto puede
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lograrse mediante entrecruzamiento o técnicas recombinantes. De forma adicional, pueden afadirse grupos
funcionales al anticuerpo o a una porcién del mismo, para aumentar la semivida in vivo (por ejemplo, prolongando el
tiempo de eliminacion de la circulacion sanguinea). Tales técnicas incluyen, por ejemplo, afiadir grupos funcionales
PEG (también denominado pegilacion) y son bien conocidos en la técnica. Véase la Solicitud de Patente de Estados
Unidos n.° de Publicacién 20030031671.

Expresién recombinante de anticuerpos

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos que codifican un anticuerpo monoclonal objeto se introducen de
forma directa en una célula hospedadora, y la célula se incuba en condiciones suficientes para inducir la expresion
del anticuerpo codificado. Después de que se hayan introducido en una célula los acidos nucleicos objeto,
normalmente la célula se incuba, habitualmente a 37 °C, en ocasiones bajo seleccién, durante un periodo de
aproximadamente 1-24 horas, para permitir la expresion del anticuerpo. En una realizacion, el anticuerpo se secreta
en el sobrenadante del medio en el que crece la célula.

Tradicionalmente, los anticuerpos monoclonales se han producido como moléculas nativas en lineas de hibridoma
murinas. Ademas de esa tecnologia, la presente invencion proporciona la expresion de ADN recombinante de
anticuerpos monoclonales. Esto permite la produccion de anticuerpos caninizados, asi como de un espectro de
derivados de anticuerpo y de proteinas de fusién, en una especie hospedadora de eleccion.

Una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un anticuerpo anti IL-31 de la presente invencién puede
recombinarse con un ADN de vector en conformidad con técnicas convencionales, que incluyen hacer romos o
cohesivos los extremos para ligamiento, digestion con enzimas de restriccion para proporcionar extremos
apropiados, rellenado de extremos cohesivos segun sea apropiado, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar
uniones no deseadas y el ligamiento con ligasas apropiadas. Las técnicas para tales manipulaciones se desvelan,
por ejemplo, en Maniatis y col., MOLECULAR CLONING, LAB. MANUAL, (Cold Spring Harbor Lab. Press, NY, 1982
y 1989) y Ausubel y col. 1993, citado anteriormente, y pueden utilizarse para construir secuencias de acido nucleico
que codifican una molécula de anticuerpo monoclonal o regién de unién a antigeno de la misma.

Una molécula de acido nucleico, tal como ADN, se dice que tiene la “capacidad de expresar” un polipéptido si
contiene secuencias de nucledtidos que contienen informacion reguladora transcripcional y traduccional, y tales
secuencias estan “unidas operativamente” a las secuencias de nucleétidos que codifican el polipéptido. Una unién
operativa es una unién en la que las secuencias de ADN regulatorio y las secuencias de ADN que se pretende
expresar estan conectadas de tal modo que permita la expresidon génica como péptidos o porciones de anticuerpo
anti IL-31, en cantidades recuperables. La naturaleza precisa de las regiones regulatorias necesarias para la
expresion génica puede variar de organismo a organismo, como se sabe bien en la técnica analoga. Véase, por
ejemplo, Sambrook y col., 2001, citado anteriormente; Ausubel y col., 1993, citado anteriormente.

La presente invencion, por consiguiente, abarca la expresion de un anticuerpo anti IL-31 en células procariotas o
eucariotas. Los hospedadores adecuados incluyen hospedadores bacterianos o eucariotas, que incluyen bacterias,
levaduras, insectos, hongos, aves y células de mamifero, ya sea in vivo o in situ, o células hospedadoras de origen
de mamifero, insecto, ave o levaduras. Las células o tejidos de mamifero pueden ser de origen humano, de primate,
hamster, conejo, roedor, vaca, cerdo, oveja, caballo, cabra, perro o gato, pero puede utilizarse cualquier otra célula
de mamifero.

En una realizacion, la secuencia de nucledétidos introducida se incorporara en un plasmido o vector virico que tenga
capacidad de replicaciéon auténoma en el hospedador receptor. Para este fin puede emplearse cualquiera de una
amplia diversidad de vectores. Véase, por ejemplo, Ausubel y col., 1993, citado anteriormente. Los factores de
importancia en la seleccion de un plasmido o vector virico particular incluyen: la facilidad con que las células
receptoras que contienen el vector pueden reconocerse y seleccionarse de las células receptoras que no contienen
el vector; la cantidad de copias del vector que se desea en un hospedador particular y si es conveniente tener la
capacidad de “transferir” el vector entre células hospedadoras de distinta especie.

Los ejemplos de vectores procariotas conocidos en la técnica incluyen plasmidos, tales como los que tienen la
capacidad de replicacion en E. coli (tales como, por ejemplo, pBR322, ColE1, pSC101, pACYC 184, .pi.VX). Tales
plasmidos se desvelan, por ejemplo, en Maniatis y col., 1989, citado anteriormente; Ausubel y col. 1993, citado
anteriormente. Los plasmidos de Bacillus incluyen pC194, pC221, pT127, etc. Tales plasmidos se desvelan en
Gryczan, en THE MOLEC. BIO. OF THE BACILLI 307-329 (Academic Press, NY, 1982). Los plasmidos de
Streptomyces adecuados incluyen plJ101 (Kendall y col., 169 J. Bacteriol. 4177-83 (1987)) y bacteriéfagos de
Streptomyces tales como.phi.C31 (Chater y col., en SIXTH INT'L SYMPOSIUM ON ACTINOMYCETALES BIO. 45-
54 (Akademiai Kaido, Budapest, Hungria 1986)). Los plasmidos de pseudomonas se revisan en John y col., 8 Rev.
Infect. Dis. 693-704 (1986); Izaki, 33 Jpn. J. Bacteriol. 729-42 (1978); y Ausubel y col., 1993, citado anteriormente.

Como alternativa, los elementos de expresion génica Utiles para la expresion de ADNc que codifica anticuerpos o
péptidos anti IL-31 incluyen, pero sin limitacion, (a) promotores viricos de la transcripcion y sus elementos
potenciadores, tales como el promotor temprano de SV40 (Okayama y col., 3 Mol. Cell. Biol. 280 (1983)), el LTR del
virus de sarcoma de Rous (Gorman y col., 79 Proc. Natl. Acad. Sci., EE. UU. 6777 (1982)) y el LTR del virus de la
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leucemia murina de Moloney (Grossched! y col., 41 Cell 885 (1985)); (b) regiones de corte y empalme y sitios de
poliadenilacion tales como los obtenidos de la regién tardia del SV40 (Okayarea y col.,, 1983) y (c) sitios de
poliadenilacion tales como del SV40 (Okayama y col., 1983).

Los genes del ADNc de inmunoglobulina pueden expresarse como se describe en Weidle y col., 51 Gene 21 (1987),
utilizando como elementos de expresion el promotor temprano del SV40 y su potenciador, los potenciadores del
promotor de la cadena H de inmunoglobulina de ratén, el corte y empalme de ARNm de la region tardia del SV40, la
secuencia intermedia de la S-globina de conejo, los sitios de poliadenilacion de inmunoglobulina y de la S-globina de
conejo, y los elementos de poliadenilacion del SV40.

Para los genes de inmunoglobulina compuestos de parte de ADNc, parte de ADN gendémico (Whittle y col., 1 Protein
Engin. 499 (1987)), el promotor transcripcional puede ser el citomegalovirus humano y los potenciadores de
promotor pueden ser de citomegalovirus y de inmunoglobulina de raton/ser humano, y las regiones de
poliadenilacion y de corte y empalme de ARNm pueden ser las secuencias de inmunoglobulina cromosémicas
nativas.

En una realizacion, para la expresion de genes de ADNc en células de roedor, el promotor transcripcional es una
secuencia de LTR virico, los potenciadores transcripcionales de promotores son cualquiera o ambos del potenciador
de la cadena pesada de inmunoglobulina de ratén o el potenciador del LTR virico, la regién de corte y empalme
contiene un intrén de mas de 31 pb y las regiones de poliadenilacion y de terminacion de la transcripcion se obtienen
de la secuencia cromosomica nativa que corresponde a la cadena de inmunoglobulina que se sintetiza. En otras
realizaciones, las secuencias de ADNc que codifican otras proteinas se combinan con los elementos de expresion
enumerados anteriormente para lograr la expresion de las proteinas en células de mamifero.

Cada gen fusionado puede ensamblarse o insertarse en un vector de expresion. Las células receptoras que tienen la
capacidad de expresar el producto del gen de la cadena de inmunoglobulina quimérica se transfectan después de
forma individual con un gen que codifica un péptido anti IL-31 o una cadena H quimérica o L quimérica, o se
cotransfectan con un gen de la cadena H quimérica y uno de la L quimérica. Las células receptoras transfectadas se
cultivan en condiciones que permiten la expresion de los genes incorporados, y las cadenas de inmunoglobulina
expresadas o anticuerpos intactos o fragmentos se recuperan del cultivo.

En una realizacion, los genes fusionados que codifican el péptido anti IL-31 o las cadenas H y L quiméricas, o
porciones de los mismos, se ensamblan en vectores de expresion distintos que se usan después para cotransfectar
una célula receptora. Como alternativa, los genes fusionados que codifican las cadenas H y L quiméricas pueden
ensamblarse en el mismo vector de expresion.

Para la transfeccion de los vectores de expresion y la produccion del anticuerpo quimérico, la linea celular receptora
puede ser una célula de mieloma. Las células de mieloma pueden sintetizar, ensamblar y secretar inmunoglobulinas
codificadas por los genes de inmunoglobulina transfectados, y poseen el mecanismo para la glucosilacion de la
inmunoglobulina. Las células de mieloma pueden cultivarse en cultivo o en la cavidad peritoneal de un raton, en
donde la inmunoglobulina secretada puede obtenerse del liquido ascitico. Otras células receptoras adecuadas
incluyen células linfoides tales como linfocitos B de origen humano o no humano, células de hibridoma de origen
humano o no humano, o células de heterohibridoma interespecies.

El vector de expresién que porta una construcciéon de anticuerpo quimérico o caninizado, o polipéptido anti IL-31 de
la presente invencion, puede introducirse en una célula hospedadora apropiada mediante cualquiera de una
diversidad de medios adecuados, que incluyen medios bioquimicos tales como la transformacion, transfeccion,
conjugacion, fusion de protoplastos, precipitacion por fosfato de calcio y aplicacion con policationes, tales como
dietilaminoetil (DEAE) dextrano, y tales medios mecanicos como electroporacion, microinyeccion directa y
bombardeo de microproyectiles. Johnston y col., 240 Science 1538 (1988).

Las levaduras pueden proporcionar ventajas substanciales con respecto a las bacterias para la produccion de las
cadenas H y L de inmunoglobulina. Las levaduras llevan a cabo modificaciones peptidicas postraduccionales que
incluyen la glucosilacion. Existen ahora varias estrategias del ADN recombinante que utilizan secuencias promotoras
fuertes y plasmidos de alto nimero de copias, que pueden utilizarse para la produccion de las proteinas deseadas
en levaduras. La levadura reconoce las secuencias lider de los productos génicos de mamifero clonados y secreta
péptidos que portan secuencias lider (es decir, prepéptidos). Hitzman y col., 11th Int'l Conference on Yeast, Genetics
& Molec. Biol. (Montpelier, Francia, 1982).

En los sistemas de expresion génica en levadura pueden evaluarse de forma rutinaria los niveles de produccion,
secrecion y la estabilidad de los péptidos, el anticuerpo y los anticuerpos ensamblados murinos y quiméricos,
heteroquiméricos, caninizados o felinizados anti IL-31, y fragmentos y regiones de los mismos. Pueden utilizarse
cualquiera de una serie de sistemas de expresion génica en levadura que incorporan elementos promotores y de
terminacion de genes expresados de forma activa, que codifican enzimas glucoliticas producidas en grandes
cantidades cuando las levaduras se crecen en medios ricos en glucosa. Los genes glucoliticos conocidos pueden
también proporcionar sefiales muy eficaces de control de la transcripcion. Por ejemplo, pueden utilizarse las sefiales
promotoras y terminadoras del gel de la fosfoglicerato quinasa (PGK). Pueden utilizarse varias estrategias para
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evaluar plasmidos de expresion optima para la expresion en levadura de los ADNc de inmunoglobulina clonados.
Véase Vol. Il DNA Cloning, 45-66, (Glover, ed.,) IRL Press, Oxford, RU 1985).

También pueden utilizarse cepas bacterianas como hospedadoras para la produccion de las moléculas de
anticuerpo o péptidos descritos en la presente invencién. Los vectores plasmidicos que contienen secuencias de
replicon y de control que se obtienen de especies compatibles con una célula hospedadora se utilizan en relacién a
estos hospedadores bacterianos. El vector porta un sitio de replicacion, asi como genes especificos que tienen la
capacidad de proporcionar seleccion fenotipica en las células transformadas. Pueden utilizarse varias estrategias
para evaluar los plasmidos de expresion para la produccion de anticuerpos murinos, quiméricos, heteroquiméricos,
caninizados o felinizados, fragmentos y regiones o cadenas de anticuerpo codificados por los ADNc de
inmunoglobulinas clonados en bacterias (véase Glover, 1985, citado anteriormente; Ausubel, 1993, citado
anteriormente; Sambrook, 2001, citado anteriormente; Colligan y col., eds. Current Protocols in Immunology, John
Wiley & Sons, NY, NY (1994-2001); Colligan y col., eds. Current Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons,
NY, NY (1997-2001).

Las células de mamifero hospedadoras pueden cultivarse in vitro o in vivo. Las células de mamifero proporcionan
modificaciones postraduccionales a las moléculas proteicas de inmunoglobulina, que incluyen la eliminacion del
péptido lider, el plegamiento y el ensamblaje de las cadenas H y L, la glucosilacion de las moléculas de anticuerpo y
la secrecioén de la proteina de anticuerpo funcional.

Las células de mamifero que pueden ser Utiles como hospedadores para la produccién de proteinas de anticuerpo,
ademas de las células de origen linfoide descritas anteriormente, incluyen células de origen fibroblastico, tales como
las células Vero (ATCC CRL 81) o CHO-K1 (ATCC CRL 61).

Estan disponibles muchos sistemas de vector para la expresion en células de mamifero de genes clonados de las
cadenas H y L de los péptidos anti IL-31 (véase Glover, 1985, citado anteriormente). Pueden seguirse distintas
estrategias para obtener anticuerpos HolL, completos. Es posible coexpresar las cadenas H y L en las mismas
células para lograr la asociacion intracelular y la uniéon de las cadenas H y L en anticuerpos HsL, tetraméricos
completos y/o péptidos anti IL-31. La coexpresion puede producirse utilizando los mismos o distintos plasmidos en el
mismo hospedador. Los genes para las cadenas H y L y/o los péptidos anti IL-31 pueden colocarse en el mismo
plasmido, que después se transfecta en células, seleccionando de esta forma directamente a células que expresan
ambas cadenas. Como alternativa, las células pueden transfectarse en primer lugar con un plasmido que codifica
una cadena, por ejemplo la cadena L, seguido de la transfeccion de la linea celular resultante con un plasmido de la
cadena H que contiene un segundo marcador de seleccion. Las lineas celulares que producen péptidos anti IL-31
y/o moléculas H;L» a través de cualquier ruta, podrian transfectarse con plasmidos que codifican copias adicionales
de péptidos, cadenas H, L, o H mas L, junto con marcadores de seleccion adicionales, para generar lineas celulares
con propiedades potenciadas, tales como una producciéon mas alta de moléculas de anticuerpo H,L, ensambladas o
una estabilidad potenciada de las lineas celulares transfectadas.

Para una producciéon de anticuerpos recombinantes prolongada y de alto rendimiento, puede utilizarse expresion
estable. Por ejemplo, pueden disefiarse técnicamente lineas celulares que expresen de forma estable la molécula de
anticuerpo. En lugar de utilizar vectores de expresion que contengan origenes viricos de replicacion, las células
hospedadoras pueden transformarse con casetes de expresién de inmunoglobulinas y un marcador de seleccion.
Después de la introduccion del ADN ajeno, se puede permitir que las células técnicamente disefiadas crezcan
durante 1-2 dias en medio enriquecido y después se cambian a un medio de seleccion. El marcador de seleccion del
plasmido recombinante confiere resistencia a la seleccion y permite a las células integrar el plasmido de forma
estable en un cromosoma y crecer para formar focos que, a su vez, pueden clonarse y expandirse en lineas
celulares. Tales lineas celulares técnicamente disefiadas pueden ser particularmente utiles en la exploracion y
evaluacion de compuestos/componentes que interactian de forma directa o indirecta con la molécula de anticuerpo.

Una vez que se ha producido un anticuerpo de la invencion este puede purificarse mediante cualquier procedimiento
conocido en la técnica para la purificacion de una molécula de inmunoglobulina, por ejemplo, mediante
cromatografia (por ejemplo, de intercambio iénico, de afinidad, en particular de afinidad para el antigeno especifico
después de la proteina A, y cromatografia en columna por tamafio), centrifugacion, solubilidad diferencial o mediante
cualquier otra técnica convencional para la purificacién de proteinas. En muchas realizaciones los anticuerpos se
secretan de la célula al medio de cultivo y se recogen del medio de cultivo.

Aplicaciones farmacéuticas

Los anticuerpos anti IL-31 de la presente invenciéon pueden utilizarse, por ejemplo, en el tratamiento de afecciones
pruriginosas y/o alérgicas en perros. De forma mas concreta, la invencidon proporciona adicionalmente
composiciones farmacéuticas que comprenden un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable y, como
principio activo, un anticuerpo de acuerdo con la invencién. El anticuerpo puede ser un anticuerpo quimeérico,
heteroquimérico o caninizado de acuerdo con la presente invencion. También se prevén las inmunoglobulinas
intactas o sus fragmentos de unién, tales como Fab. El anticuerpo y las composiciones farmacéuticas del mismo, de
la presente invencién, son dutiles para la administracion parenteral, por ejemplo, por via subcutanea, via
intramuscular o via intravenosa.
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Los anticuerpos anti IL-31 de la presente invenciéon pueden administrarse ya sea como agentes terapéuticos
individuales o en combinacién con otros agentes terapéuticos. Pueden administrarse solos, pero en general se
administran con un trasportador farmacéutico seleccionado basandose en la via de administracion elegida y la
practica farmacéutica convencional.

La administracién de los anticuerpos desvelados en el presente documento puede llevarse a cabo mediante
cualquier medio adecuado, incluyendo la inyeccion parenteral (tal como inyeccion intraperitoneal, subcutanea o
intramuscular), por via oral o mediante administracion tépica de los anticuerpos (normalmente portados en una
formulacién farmacéutica) a una superficie de las vias respiratorias. La administracion tépica en la superficie de las
vias respiratorias puede llevarse a cabo mediante administracion intranasal (por ejemplo, mediante el uso de un
cuentagotas, hisopo o inhalador). La administracion tépica de los anticuerpos a la superficie de las vias respiratorias
también puede llevarse a cabo mediante la administracion por inhalacién, tal como creando particulas respirables de
una formulacion farmacéutica (incluyendo particulas tanto sélidas como liquidas) que contienen los anticuerpos
como una suspension en aerosol, y después provocando que el sujeto inhale las particulas respirables. Los
procedimientos y el aparato para la administracion de particulas respirables de formulaciones farmacéuticas son
bien conocidos y puede emplearse cualquier técnica convencional. La administracion oral puede ser, por ejemplo, en
forma de un liquido o formulacion sélida que se pueda ingerir.

En algunas realizaciones deseadas, los anticuerpos se administran mediante inyeccion parenteral. Para la
administracion parenteral, los anticuerpos o péptidos anti IL-31 se pueden formular como una solucién, suspension,
emulsioén o polvo liofilizado, en asociacion con un vehiculo parenteral farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, el
vehiculo puede ser una solucién del anticuerpo, o un céctel del mismo, disuelto en un transportador aceptable, tal
como un transportador acuoso; tales vehiculos son agua, solucién salina, solucion de Ringer, solucidon de dextrosa,
trehalosa o soluciéon de sacarosa, o seroalbumina al 5 %, solucion salina al 0,4 %, glicina al 0.3 % y similares.
También pueden utilizarse liposomas y vehiculos no acuosos tales como aceites no volatiles. Estas soluciones son
estériles y, en general, libres de materia particulada. Estas composiciones pueden esterilizarse mediante técnicas de
esterilizaciéon convencionales bien conocidas. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares
farmacéuticamente aceptables, segin se necesite, para aproximarse a las condiciones fisiolégicas, tales como
agentes de ajuste del pH y tamponadores, agentes de ajuste de la toxicidad y similares, por ejemplo acetato de
sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, lactato de sodio, etc. La concentracién de anticuerpo en
estas formulaciones puede variar ampliamente, por ejemplo desde menos de aproximadamente el 0,5 %,
habitualmente a o al menos aproximadamente el 1 % hasta tanto como el 15 % o el 20 % en peso, y se seleccionara
principalmente a base del volumen de los fluidos, las viscosidades, etc., en conformidad con el modo particular de
administracion seleccionado. El vehiculo o polvo liofilizado puede contener aditivos que mantienen la isotonicidad
(por ejemplo, cloruro de sodio, manitol) y la estabilidad quimica (por ejemplo, tampones y conservantes). La
formulacion se esteriliza mediante técnicas utilizadas cominmente.

Los procedimientos reales para la preparacion de composiciones administrables por via parenteral seran conocidos
u obvios para los expertos en la materia y se describen con mas detalle en, por ejemplo, REMINGTON’S PHARMA.
SCI. (152 ed., Mack Pub. Co., Easton, Pa., 1980).

Los anticuerpos de la presente invencion pueden liofilizarse para el almacenamiento y reconstituirse en un
transportador adecuado antes del uso. Esta técnica ha mostrado ser eficaz con las inmunoglobulinas
convencionales. Puede emplearse cualquier técnica de liofilizacion y reconstitucién adecuada. El experto en la
materia apreciara que la liofilizacién y la reconstitucion pueden conducir a grados variables de pérdida de actividad
del anticuerpo y que los niveles de uso pueden tener que ajustarse para compensarlo.

Las composiciones que contienen los presentes anticuerpos o un céctel de los mismos pueden administrarse para la
prevencion de la recurrencia y/o los tratamientos terapéuticos para enfermedades existentes. Los transportadores
farmacéuticos adecuados se describen en la edicion mas reciente de REMINGTON'S PHARMACEUTICAL
SCIENCES, como texto de referencia convencional en este campo de la técnica.

En la aplicacion terapéutica, las composiciones se administran a un sujeto que ya padece de una enfermedad, en
una cantidad suficiente para curar, o al menos detener o aliviar de forma parcial, la enfermedad y sus
complicaciones. Una cantidad adecuada para llevar a cabo esto se define como una “dosis terapéuticamente eficaz”
o una “cantidad terapéuticamente eficaz”. Las cantidades eficaces para este uso dependeran de la gravedad de la
enfermedad y del estado general del propio sistema inmunitario del sujeto, pero en general varia de
aproximadamente 0,1 mg de anticuerpo por kg de peso corporal a aproximadamente 10 mg de anticuerpo por kg de
peso corporal, preferentemente aproximadamente 0,3 mg de anticuerpo por kg de peso corporal a aproximadamente
5 mg de anticuerpo por kg de peso corporal. A la vista de la minimizacion de las sustancias extrafias y de la menor
probabilidad de rechazos de “sustancias ajenas” que se logra mediante el tipo canino de la presente invencion,
puede ser posible administrar excesos sustanciales de estos anticuerpos.

La dosificacion administrada variara, por supuesto, dependiendo de factores conocidos tales como las
caracteristicas farmacodinamicas del agente particular, y su modo y via de administracion; la edad, salud y peso del
receptor; la naturaleza y grado de los sintomas, el tipo de tratamiento concurrente, la frecuencia del tratamiento y el
efecto deseado.
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Como ejemplo no limitativo, el tratamiento de patologias relacionadas con la IL-31 en perros puede proporcionarse
como una dosificacién bisemanal o mensual de los anticuerpos anti IL-31 de la presente invencién, en el intervalo de
dosificacion descrito anteriormente.

Los ejemplos de anticuerpos para el uso terapéutico en perros son anticuerpos de alta afinidad (estos también
pueden ser de alta avidez), y fragmentos, regiones y derivados de los mismos, que tengan potente actividad anti IL-
31 in vivo, de acuerdo con la presente invencion.

La administracion unica o multiple de las composiciones puede llevarse a cabo con niveles de dosis y un régimen
que selecciona el veterinario responsable. En cualquier caso, las formulaciones farmacéuticas deberian proporcionar
una cantidad del anticuerpo (o anticuerpos) de la presente invencion suficiente para tratar de forma eficaz al sujeto.

Aplicaciones diagndsticas

La presente invencién también proporciona los anticuerpos anti IL-31 anteriores para su uso en procedimientos de
diagndstico para la deteccion de la IL-31 en animales de compafia de los que se sabe, o se sospecha, que tienen
una afeccion pruriginosa y/o alérgica.

Los anticuerpos anti IL-31 de la presente invencion son Utiles para inmunoensayos que detectan o cuantifican en
una muestra a la IL-31 o anticuerpos anti IL-31. Un inmunoensayo para la IL-31 normalmente comprende incubar
una muestra clinica o biolégica en presencia de un anticuerpo o polipéptido anti IL-31 de alta afinidad (o alta avidez)
marcado de forma detectable de la presente invencion, que tiene la capacidad de unirse de forma selectiva a IL-31, y
detectar en una muestra el péptido o anticuerpo marcado que esta unido. Son conocidos en la técnica diversos
procedimientos de ensayos clinicos. Véase, por ejemplo, IMMUNOASSAYS FOR THE 80’S (Voller y col., eds., Univ.
Park, 1981). Tales muestras incluyen muestras de biopsia de tejido, de sangre, de suero y fecales, o liquidos
recogidos de sujetos animales y sometidos a analisis por ELISA, como se describe a continuacion.

En algunas realizaciones, la unién del antigeno al anticuerpo se detecta sin el uso de un soporte sélido. Por ejemplo,
la unién del antigeno al anticuerpo puede detectarse en un formato liquido.

En otras realizaciones, un anticuerpo o polipéptido anti IL-31 puede, por ejemplo, fijarse a nitrocelulosa u otro
soporte solido que tenga la capacidad de inmovilizar células, particulas celulares o proteinas solubles. Después, el
soporte puede lavarse con tampones adecuados, seguido del tratamiento con el péptido o anticuerpo especifico para
la IL-31 marcado de forma detectable. Después, el soporte en fase solida puede lavarse con el tampoén una segunda
vez para retirar el péptido o anticuerpo no unido. La cantidad de marcador unido en el soporte sélido puede
detectarse después mediante etapas de un procedimiento conocido.

"Soporte en fase sélida " o "portador” se refiere a cualquier soporte que tenga la capacidad de unir péptido, antigeno
o anticuerpo. Los soportes o portadores bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno,
fluoruro de polivinilideno (PVDF), dextrano, nailon, amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas,
agarosas y magnetita. La naturaleza del portador puede ser soluble en alguna medida o insoluble para los fines de la
presente invencion. El material de soporte puede tener virtualmente cualquier configuracién estructural posible
siempre y cuando la molécula acoplada tenga la capacidad de unirse a la IL-31 o0 a un anticuerpo anti IL-31. Por lo
tanto, la configuracion del soporte puede ser esférica, como en una perla, o cilindrica, como en la superficie interna
de un tubo de ensayo, o la superficie externa de una varilla. Como alternativa, la superficie puede ser plana, tal
como una lamina, placa de cultivo, tira de ensayo, etc. Por ejemplo, los soportes pueden incluir perlas de
poliestireno. Los expertos en la materia conoceran mucho otros portadores adecuados para la unién de anticuerpo,
péptido o antigeno, o pueden determinarlos mediante experimentacion rutinaria.

Etapas de procedimiento bien conocidas pueden determinar la actividad de unién de un dado lote de péptido y/o
anticuerpo anti IL-31. Los expertos en la materia pueden determinar las condiciones de ensayo operativas y optimas
mediante experimentacion rutinaria.

El marcaje de forma detectable de un péptido y/o anticuerpo especifico para la IL-31 puede llevarse a cabo mediante
la unién a una enzima, para el uso en un inmunoensayo enzimatico (EIA) o ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA). La enzima unida reacciona con el sustrato expuesto para generar un grupo funcional quimico que
puede detectarse, por ejemplo, mediante medios espectrofotométricos, fluorométricos o visuales. Las enzimas que
pueden utilizarse para marcar de forma detectable los anticuerpos especificos para la IL-31 de la presente invencion
incluyen, pero sin limitacion, la malato deshidrogenasa, la nucleasa estafilococica, la delta-5-esteroide isomerasa, la
alcohol deshidrogenasa de levadura, la alfa-glicerofosfato deshidrogenasa, la triosa fosfato isomerasa, la peroxidasa
de rabano picante, la fosfatasa alcalina, la asparraginasa, la glucosa oxidasa, la beta galactosidasa, la ribonucleasa,
la ureasa, la catalasa, la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, la glucoamilasa y la acetilcolinesterasa.

Marcando de forma radioactiva los anticuerpos especificos para la IL-31 es posible detectar a la IL-31 a través del
uso de un radioinmunoensayo (RIA). Véase Work y col., LAB. TECHNIQUES & BIOCHEM. 1 N MOLEC. Bio. (No.
Holland Pub. Co., NY, 1978). El isétopo radiactivo puede detectarse por medios tales como el uso de un contador
gamma o un contador de centelleo, o mediante autorradiografia. Los is6topos que son particularmente Utiles para el
fin de la presente invencion incluyen: 3H, 1251, 131], 355, 14C y 125],
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También es posible marcar los anticuerpos especificos para la IL-31 con un compuesto fluorescente. Cuando el
anticuerpo marcado con fluorescencia se expone a la luz de la longitud de onda apropiada, entonces puede
detectarse su presencia debido a la fluorescencia. Entre los compuestos de marcaje fluorescente mas cominmente
utilizados estan el isotiocianato de fluoresceina, la rodamina, la ficoeritrina, la ficocianina, la aloficocianina, el
o-ftaldehido y la fluorescamina.

Los anticuerpos especificos para la IL-31 también pueden marcarse de forma detectable utilizando metales que
emiten fluorescencia tales como '?°Eu u otros de la serie de los lantanidos. Estos metales pueden unirse al
anticuerpo  especifico para la IL-31 utilizando grupos quelantes de metales como el &cido
dietilentriaminopentaacético (DTPA) o acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Los anticuerpos especificos para la IL-31 también pueden marcarse de forma detectable mediante el acoplamiento a
un compuesto quimioluminiscente. La presencia del anticuerpo marcado de forma quimioluminiscente se determina
después detectando la presencia de luminiscencia que surge durante el transcurso de una reacciéon quimica. Los
ejemplos de compuestos de marcaje quimioluminiscente utiles son el luminol, el isoluminol, éster de acridinio
teromatico, imidazol, sal de acridinio y éster de acido oxalico.

Asimismo, puede utilizarse un compuestos bioluminiscente para marcar el anticuerpo especifico para la IL-31, o una
porcién, fragmento, polipéptido o derivado, de la presente invencion. La bioluminiscencia es un tipo de
quimioluminiscencia encontrado en sistemas bioldgicos en los que una proteina catalitica aumenta la eficacia de la
reaccion quimioluminiscente. La presencia de una proteina bioluminiscente se determina detectando la presencia de
luminiscencia. Los compuestos bioluminiscentes importantes para los fines de marcaje son la luciferina, la luciferasa
y la aequorina.

La deteccion del anticuerpo especifico para la IL-31, o de una porcion, fragmento, polipéptido o derivado, puede
llevarse a cabo mediante un contador de centelleo, por ejemplo, si el marcador detectable es un emisor radiactivo
gamma, o mediante un fluorimetro, por ejemplo, si el marcador es un material fluorescente. En el caso de un
marcador enzimatico, la deteccion puede llevarse a cabo mediante procedimientos colorimétricos que emplean un
sustrato para la enzima. La deteccion también puede llevarse a cabo mediante comparacion visual del grado de
reaccion enzimatica de un sustrato, en comparacion con patrones preparados de forma similar.

Para los fines de la presente invencion, la IL-31 que se detecta mediante los ensayos anteriores puede estar
presente en una muestra biolégica. Puede utilizarse cualquier muestra que contenga IL-31. Por ejemplo, la muestra
es un fluido biolégico tal como, por ejemplo, sangre, suero, linfa, orina, heces, exudado inflamatorio, liquido
cefalorraquideo, liquido amnidtico, un extracto u homogeneizado de tejido, y similares. Sin embargo, la invenciéon no
se limita a ensayos que utilizan solo estas muestras, siendo posible para un experto en la materia, a la luz de la
presente memoria descriptiva, determinar las condiciones adecuadas que permiten el uso de otras muestras.

La deteccion in situ puede llevarse a cabo extrayendo una muestra de ensayo histologica de un sujeto animal y
proporcionando la combinacion de anticuerpos marcados de la presente invenciéon a tal muestra de ensayo. El
anticuerpo (o porciéon del mismo) puede proporcionarse aplicando a, o cubriendo con el anticuerpo marcado (o
porcién), una muestra bioldgica. A través del uso de tal procedimiento, es posible determinar no solo la presencia de
la IL-31 sino también la distribucion de la IL-31 en el tejido examinado. Utilizando la presente invencion, los expertos
en la materia perciben faciimente que para lograr tal deteccion in situ puede modificarse cualquiera de una amplia
diversidad de procedimientos histoldgicos (tal como procedimientos de tincion).

El anticuerpo, fragmento o derivado de la presente invencién puede adaptarse para la utilizacion en un ensayo
inmunométrico, también conocido como un ensayo de “dos sitios” o de “tipo sandwich”. En un ensayo inmunomeétrico
tipico, se une una cantidad de anticuerpo (o fragmento de anticuerpo) no marcado a un soporte sélido que es
insoluble en el fluido que se esta analizando y se afiade una cantidad de anticuerpo soluble marcado de forma
detectable para permitir la deteccion y/o cuantificacion del complejo ternario formado entre el anticuerpo en la fase
solida, el antigeno y el anticuerpo marcado.

Los anticuerpos pueden utilizarse para detectar de forma cuantitativa o cualitativa la IL-31 en una muestra o para
detectar la presencia de células que expresan la IL-31. Esto puede llevarse a cabo mediante técnicas de
inmunofluorescencia que emplean un anticuerpo marcado de forma fluorescente (véase a continuacion), acoplado
con microscopia de fluorescencia, citometria de flujo o deteccion fluorométrica. Para fines diagnésticos, los
anticuerpos pueden estar marcados o no marcados. Los anticuerpos no marcados pueden utilizarse en combinacién
con otros anticuerpos marcados (segundos anticuerpos) que son reactivos con el anticuerpo, tal como anticuerpos
especificos para las regiones constantes de la inmunoglobulina de canino. Como alternativa, los anticuerpos pueden
marcarse de forma directa. Puede emplearse una amplia diversidad de marcadores, tales como radionuclidos, fltor,
enzimas, sustratos enzimaticos, cofactores enzimaticos, inhibidores enzimaticos, ligandos (en particular haptenos),
etc. Estan disponibles, y son bien conocidos para los expertos en la materia, numerosos tipos de inmunoensayos,
tales como los discutidos anteriormente.

En una realizacion, el procedimiento de diagnoéstico para la deteccion de la IL-31 es una prueba de inmunoensayo
de flujo lateral. Esto también se conoce como ensayo inmunocromatografico, Rapid ImmunoMigration (RIM™) o tira
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reactiva. Los inmunoensayos de flujo lateral son, esencialmente, inmunoensayos adaptados para funcionar a lo largo
de un eje unico, para ajustarse al formato de tira reactiva. Se han desarrollado como productos comerciales varias
variaciones de la tecnologia, pero todas funcionan de acuerdo con el mismo principio basico. Una tira reactiva tipica
consiste en los siguientes componentes: (1) capa de muestra - una capa absorbente sobre la que se aplica la
muestra de ensayo; (2) capa de conjugado o reactivo - esta contiene anticuerpos especificos contra el analito diana,
conjugados con particulas coloreadas (habitualmente particulas de oro coloidal o microesferas de latex); (3)
membrana de reaccion - normalmente una membrana de nitrocelulosa hidréfoba o de acetato de celulosa sobre la
que se inmovilizan anticuerpos anti analito diana en una linea a través de la membrana, como zona de captura o
linea de ensayo (también puede estar presente una zona de control que contiene anticuerpos especificos para los
anticuerpos conjugados) y (4) un depdsito de mecha o de desechos - una capa absorbente adicional disefiada para
extraer la muestra a través de la membrana de reaccién mediante capilaridad y recogerla. Los componentes de la
tira habitualmente estan fijados a un material de refuerzo inerte y pueden presentarse en un formato de varilla
individual o dentro de una caja de plastico con un orificio para la muestra y una ventana de reaccion que muestra las
zonas de captura y de control.

Existen dos tipos principales de inmunoensayo de flujo lateral utilizados en analisis microbioldgicos: los ensayos de
tipo sandwich de doble anticuerpo y los ensayos competitivos. En el formato de tipo sandwich de doble anticuerpo, la
muestra migra desde la capa de la muestra a través de la capa de conjugado, donde cualquier analito diana
presente se unira al conjugado. Después, la muestra contintia migrando a través de la membrana hasta que alcanza
la zona de captura, donde el complejo diana/conjugado se unira a los anticuerpos inmovilizados, produciendo una
linea visible en la membrana. Después, la muestra migra mas a lo largo de la tira hasta que alcanza la zona de
control, donde el conjugado en exceso se unira y producira una segunda linea visible en la membrana. Esta linea de
control indica que la muestra ha migrado a lo largo de la membrana, como se pretendia. Dos lineas claras en la
membrana es un resultado positivo. Una Unica linea en la zona de control es un resultado negativo. Los ensayos
competitivos difieren del formato de tipo sandwich de doble anticuerpo en que la capa de conjugado contiene
anticuerpos que ya estan unidos al analito diana, o a un analogo del mismo. Si el analito diana esta presente en la
muestra, este, por lo tanto, no se unira con el conjugado y permanecera no marcado. A medida que la muestra migra
a lo largo de la membrana y alcanza la zona de captura, un exceso de analito no marcado se unira a los anticuerpos
inmovilizados y bloqueara la captura del conjugado, de forma que no se produce una linea visible. El conjugado no
unido se unira entonces a los anticuerpos en la zona de control, produciendo una linea de control visible. Una Unica
linea de control en la membrana es un resultado positivo. Dos lineas visibles en las zonas de captura y de control es
un resultado negativo. Sin embargo, si no esta presente un exceso del analito diana no marcado, puede producirse
una linea débil en la zona de captura, lo que indica un resultado no concluyente. Existen varias variaciones de la
tecnologia de flujo lateral. La zona de captura en la membrana puede contener antigenos o enzimas inmovilizados -
dependiendo del analito diana - en lugar de anticuerpos. También es posible aplicar multiples zonas de captura para
crear una prueba multiplex. Por ejemplo, se han desarrollado tiras reactivas comerciales capaces de detectar las
toxinas Shiga ST1y ST2 de EHEC de forma separada en la misma muestra.

De manera importante, los anticuerpos de la presente invencion pueden ser Utiles en el diagndstico de una afeccion
pruriginosa y/o alérgica en perros o gatos. De forma mas especifica, el anticuerpo de la presente invenciéon puede
identificar la expresiéon aumentada de IL-31 en animales de compafia. Por lo tanto, el anticuerpo de la presente
invencion puede proporcionar una herramienta inmunohistoquimica importante.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden utilizarse en matrices de anticuerpos, altamente adecuadas para
medir perfiles de expresion génica.

Kits

También estan incluidos en el ambito de la presente invencion kits para la practica de los procedimientos objeto. Los
kits incluyen al menos uno o mas anticuerpos de la presente invencion, un acido nucleico que codifica a los mismos
0 una célula que contiene a los mismos. En una realizacién, puede proporcionarse un anticuerpo de la presente
invencion, habitualmente en forma liofilizada, en un recipiente. Los anticuerpos, que pueden estar conjugados a un
marcador o toxina, o no estar conjugados, se incluyen normalmente en los kits con tampones, tales como Tris,
fosfato, carbonato, etc., estabilizantes, biocidas, proteinas inertes, por ejemplo, seroalbumina o similares. En
general, estos materiales estaran presentes en menos del 5 % en peso, a base de la cantidad de anticuerpo activo, y
habitualmente estaran presentes en una cantidad total de al menos aproximadamente el 0,001 % en peso a base,
otra vez, de la concentracion del anticuerpo. De manera frecuente, sera conveniente incluir un diluyente o excipiente
inerte para diluir los principios activos, donde el excipiente puede estar presente en de aproximadamente el 1 % al
99 % en peso de la composicion total. Cuando se emplea en el ensayo un segundo anticuerpo que tenga la
capacidad de unirse al anticuerpo primario, este habitualmente estara presente en un vial distinto. El segundo
anticuerpo normalmente esta conjugado a un marcador y esta formulado de una manera analoga que las
formulaciones de anticuerpo descritas anteriormente. En general, kit incluira también un conjunto de instrucciones
para su uso.

En una realizacion, un kit de acuerdo con la presente invencién es un kit de tira reactiva (kit de inmunoensayo de
flujo lateral) util para la deteccion de la proteina IL-31 canina en una muestra. Tal tira reactiva normalmente incluye
una capa de muestra sobre la que se aplica la muestra de ensayo; una capa de conjugado o de reactivo que
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contiene un anticuerpo especifico para la IL-31 canina, en la que el anticuerpo esta conjugado a particulas
coloreadas (habitualmente particulas de oro coloidal); una membrana de reaccion sobre la que estan inmovilizados
anticuerpos anti IL-31 en una linea a través de la membrana, como una zona de captura o linea de ensayo (también
puede estar presente una zona de control, que contiene anticuerpos especificos para los anticuerpos conjugados) y
una capa absorbente adicional disefiada para extraer la muestra a través de la membrana de reaccion mediante
capilaridad, y recogerla. En general, el kit de tira reactiva incluira también instrucciones de uso.

La invencion se describira ahora con mas detalle mediante los siguientes ejemplos no limitativos.

Ejemplos

Ejemplo 1 Identificacion de anticuerpos monoclonales de ratéon que reconocen la Interleucina 31(IL-31)
canina

La IL-31 canina recombinante se creé en células CHO utilizando el sistema CHROMOS ACE (Expresion de
Cromosoma Attificial) (Chromos Molecular Systems, Inc., Burnaby, Columbia Britanica) para generar la proteina IL-
31 canina secretada que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 32. Esta proteina esta codificada por la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO: 33. Se obtuvo el medio condicionado de 400 ml de cultivo celular (linea celular CHO) y
se dializd frente a 10 volumenes de tampén QA (Tris 20 mM, pH 8,0, NaCl 20 mM) durante 4,5 horas. El medio
dializado se filtré por 0,2 um y se cargé a 1 ml/min en una columna SOURCE™ Q (GE Healthcare, Uppsala, Suecia)
preequilibrada con tampon QA. La proteina se eluy6 utilizando un gradiente lineal de etapas multiples. La mayoria
de la IL-31 permaneci6 en la fraccion de flujo continuo (FC), una pequefia cantidad de IL-31 eluyd de forma
temprana del gradiente. Previamente se confirmé la identidad de la proteina mediante inmunotransferencia de
Western y analisis de espectrometria de masas (MS) de una digestion con tripsina. La proteina de la fraccion FC se
concentré 4-5 veces y se dializd una noche frente a solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a 4 °C. Se
comprobo la estabilidad de la proteina después de la dilisis en PBS. No se observd precipitacion y no se observo
protedlisis tras varios dias a 4 °C. Los experimentos de desglucosilacion utilizando N-glucosidasa F dieron como
resultado la condensacion de la proteina en una Unica banda de -15 kDa en SDS-PAGE. La concentracion de la
proteina se determiné utilizando un ensayo bicinconinico (ensayo BCA) con seroalbimina bovina (BSA) como patron
(ThermoFisher Scientific, Inc., Rockford, IL). La solucién de proteina se dividié en alicuotas, se congel6 de forma
instantanea (N liquido) y se almaceno a -80 °C.

Los anticuerpos monoclonales de ratén se identificaron utilizando inmunizaciones convencionales de ratones CF-1
hembra con IL-31 canina recombinante producida en células CHO. Los titulos de los ratones inmunizados se
determinaron utilizando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). La IL-31 canina (50 ng/pocillo) se
inmovilizé en microplacas de poliestireno y se utiliz6 como un antigeno de captura. El suero de los ratones
inmunizados se diluyé en solucion salina tamponada con fosfato con Tween-20 al 0,05 % (PBST). La presencia de
anticuerpos anti-IL-31 canina de ratén se detectd con un anticuerpo secundario de cabra anti-ratén conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP) (Kirkegard & Perry Laboratories, Inc. (KPL, Inc.), Gaithersburg, MD). Después
de la adiciéon de un sustrato cromogénico (SureBlue Reserve TMB 1-Component Microwell Peroxidase Substrate,
KPL, Inc., Gaithersburg, MD) y de una incubacién de diez minutos a temperatura ambiente (TA), la reaccion se
detuvo con la adicién de 100 yl de HCI 0,1 N. Se determiné la absorbancia de cada pocillo a una densidad 6ptica
(DO) de 450 nm. La Figura 6 resume la respuesta de anticuerpos de ratones individuales inmunizados con IL-31
canina. Para la fusion se utilizé un conjunto de esplenocitos de donante, de los ratones 3 y 4. Después de la fusién y
de la exploracion de la unién anti IL-31 a través de ELISA directo, se escogieron 100 pocillos para la expansion y la
exploracién secundaria de actividad anti IL-31. La exploraciéon secundaria confirmé que 81 fusiones retuvieron la
capacidad de producir anticuerpos anti IL-31. Para la evaluacion adicional se conservaron reservas congeladas de
células y de sobrenadantes de estos 81 candidatos.

Para identificar los candidatos con actividad inhibidora, se evalué en un ensayo basado en células la capacidad de
los 81 sobrenadantes para afectar la sefalizacion de pSTAT mediada por IL-31. Este ensayo basado en células
mide la sefializacion de pSTAT en monocitos DH-82 caninos pretratados durante 24 horas con interferon gamma
canino (R&D Systems, Minneapolis, MN) a 10 ng/ml y privados de suero durante 2 horas antes del tratamiento con
IL-31, para aumentar la expresion del receptor de IL-31. Después de este pretratamiento, se afiade IL-31 canina
recombinante a 1 pg/ml durante 5 minutos y se evalua la fosforilacion de STAT utilizando la tecnologia Alpha Screen
(Perkin Elmer, Waltham, MA). Dado que las concentraciones y la pureza de los anticuerpos son desconocidas en los
sobrenadantes de hibridoma, se midié de forma cualitativa la capacidad de los sobrenadante de inhibir la
fosforilacion de STAT después de una coincubacién de 1 hora con IL-31 1 ug/ml, utilizando diluciones 1:2 0 1:20 de
los sobrenadantes. Este experimento identific6 31 sobrenadantes que inhibian >50 % de la fosforilacién de STAT
con respecto a los pocillos no tratados, justificando de esta forma la purificacion y caracterizacion adicional.

Después de la purificacion y la cuantificacion de cada anticuerpo monoclonal (Acm), se evaluaron en el ensayo de
células DH-82 los valores de la Clsp de los 31 anticuerpos. A base de los valores de Cls resultantes y de los ELISA
competitivos para definir las clases de anticuerpo a base de agrupamientos de epitopos, se avanzd en la
caracterizacion adicional de los tres anticuerpos descritos en la Tabla 1, 11 E12, 19D07 y 34D03.
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TABLA 1
Anticuerpo isotipo de HC isotipo de LC
11E12 G1/2b kappa
19D07 2b kappa
34D03 G1 kappa

Ejemplo 2 Secuencias de ADN que codifican los anticuerpos 11E12, 19D07 y 34D03

Se aislé acido ribonucleico (ARN) de células de los hibridomas 11 E12, 19D07 y 34D03 utilizando el kit Rneasy-mini
(Qiagen, Inc., Germantown, MD) como describe el fabricante. Se recogieron por centrifugacién un millén de células
congeladas de cada hibridoma y se purifico el ARN de los lisados celulares utilizando la columna de centrifugacion
Rneasy de acuerdo con el procedimiento descrito en el protocolo. EI ARN se eluyé de cada columna y se utilizo de
forma inmediata para la cuantificacion y preparacion de ADNc. Se analizé el rendimiento y la pureza del ARN
midiendo su absorbancia a 260 nm y 280 nm, utilizando un espectrofotometro GeneQuant pro (GE Healthcare,
Uppsala, Suecia). Después del aislamiento, el ARN restante se almacend a -80 °C para su uso posterior.

Se utilizaron cebadores oligonucleotidicos disefiados para la amplificacion de los dominios variables de la
inmunoglobulina (Ig) de ratén, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (EMD Chemicals, Inc., Gibbstown,
NJ). Se prepar6 ADNc a partir de ARN total de los hibridomas por transcripcion inversa (TA), utilizando el kit
thermoscript TA (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se afiadieron 200-
400 ng de ARN de cada hibridoma a un tubo de reaccion individual que contenia un cebador para la region
constante de Ig 3'. El cebador para Ig constante 3’ se posiciona cerca de la region de Ig variable y transcribira la
primera cadena de ADNc, que representa la region variable del anticuerpo de ratén. Para el ARN de cada hibridoma
se realizd una reaccion de RT individual utilizando un cebador para la cadena pesada constante 3’ y uno para la
cadena ligera kappa constante 3'.

Se utilizé como molde ADNc de cada hibridoma en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar
el ADNc de las cadenas pesada y ligera kappa de IgG variables con el fin de determinar la secuencia. Se realizaron
multiples reacciones para cada PCR utilizando un cebador 5’ degenerado o conjuntos de cebadores disefiados para
aparearse con las regiones que codifican la secuencia sefial del dominio variable de Ig de ratén. Se realizaron
reacciones de PCR separadas con un cebador degenerado o conjuntos de cebadores, para la amplificacion de las
regiones de la cadena pesada variable y ligera variable de murino (Figura 7). La PCR se realizé con 1 pl de la
reaccion de ADNc utilizando el kit Expand High Fidelity DNA polymerase (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN),
de acuerdo con el protocolo de los fabricantes. Los parametros de termociclado para la PCR fueron los siguientes;
94 °C durante 2 min, 35 ciclos (94 °C 15 sec, 55 °C 30 sec, 72 °C 1 min), 72 °C 7 min. Los fragmentos amplificados
de la PCR se separaron mediante electroforesis en gel, en un gel de agarosa al 1 %, y se purificaron utilizando el kit
de extraccion en gel de Qiagen (Qiagen, Inc., Germantown, MD). Los cebadores directos para la region variable de
cadena pesada vy ligera incorporan sitios de EcoRI or Sall (New England Biolabs (NEB), Inc., Ipswich, MA) y los
inversos para las cadenas variables pesada y ligera, Hindlll (NEB Inc., Ipswich, MA), para facilitar la clonacion en el
plasmido pUC19. Los fragmentos de PCR purificados y el plasmido pUC19 se digirieron con las endonucleasas de
restriccion anteriores a 37 °C durante 1-2 horas. Después de la digestion, los fragmentos de PCR se purificaron
utilizando el kit Qiaquick PCR cleanup (Qiagen, Inc., Germantown, MD). El plasmido digerido se separé mediante
electroforesis en gel, en un gel de agarosa al 1 %, y se purifico utilizando el kit de extraccién en gel de Qiagen. Los
fragmentos de PCR purificados que representaban el ADN de la cadena pesa y ligera kappa de IgG variables se
ligaron en el plasmido pUC19 utilizando T4 ADN ligasa y tampon de ligamiento (NEB, Inc., Ipswich, MA) a 4 °C
durante una noche. Se utilizaron 3 pl de cada reacciéon de ligamiento para transformar células E. coli TOP10
(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA).

Se aislaron plasmidos de clones positivos que representaban las regiones variables de cada hibridoma utilizando el
kit Qiagen mini prep (Qiagen 27106) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se utilizaron los cebadores directo e
inversos de M13 para amplificar la secuencia de ADN de cada inserto clonado utilizando la reaccion de
secuenciacion de BigDye (Applied Biosystems by Life Technologies Corp., Carlsbad, CA), de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Las reacciones de secuenciacion se purificaron utilizando un kit de purificaciéon de 96
pocillos (Zymo Research, Irvine, CA), de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se cargaron las muestras en un
secuenciador capilar ABI-3730 y las sefiales de secuencia resultantes se analizaron utilizando Sequencher
(GeneCodes v. 4.2) para la presencia de fases de lectura abierta completas. Las secuencias variables del anti IL-31
canina murino determinadas para cada anticuerpo son las siguientes, cadena ligera variable de 11 E12 (SEQ ID NO:
19 MU-11 E12-VL, cuya secuencia de nucledtidos correspondiente es SEQ ID NO: 34), cadena pesada variable de
11 E12 (SEQ ID NO: 26 MU-11 E12-VH, cuya secuencia de nucleétidos correspondiente es SEQ ID NO: 35), cadena
ligera variable de 19D07 (SEQ ID NO: 22 MU-19D07-VL, cuya secuencia de nucleétidos correspondiente es SEQ ID
NO: 36), cadena pesada variable de 19D07 (SEQ ID NO: 28 MU-19D07-VH, cuya secuencia de nuclettidos
correspondiente es SEQ ID NO: 37), cadena ligera variable de 34D03 (SEQ ID NO: 24 MU-34D03-VL, cuya
secuencia de nucledtidos correspondiente es SEQ ID NO: 38) y cadena pesada variable de 34D03 (SEQ ID NO: 30
MU-34D03-VH, cuya secuencia de nucledétidos correspondiente es SEQ ID NO: 39).
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Para confirmar la validez de la secuencia de ADNc obtenida de cada una de las cadenas pesada vy ligera variables
de los anticuerpos, se llevd a cabo un analisis de secuencia N-terminal sobre la proteina del Acm purificado,
utilizando degradacion de Edman en un secuenciador de proteinas en fase gaseosa modelo 494 de Applied
Biosystems. La Tabla 2 describe a continuacion la confirmacion de las secuencias de la cadena ligera variable para
los anticuerpos 11 E12 y 34D03 y la secuencia de la pesada variable de 34D03. El aminoacido N-terminal de la
cadena pesada variable del anticuerpo 11 E12, obtenido mediante la traduccién de la secuencia de ADNc, se
determind como glutamina. La glutamina, como resto amino terminal de una proteina, puede experimentar
ciclizaciones a acido piroglutamico de forma espontanea, impidiendo la determinacion de secuencia mediante
degradacién de Edman (Chelius y col., Anal Chem. 2006 78(7):2370-6).

TABLA 2*
Cadena ligera variable

Anticuerpo Secuencia de ADNc traducida Secuencia N-terminal
11E12 DIVLT DIVLT
19D07 DIVMS no ensayado
34D03 DILLT DILLT

Cadena pesada variable

Anticuerpo Secuencia de ADNc traducida Secuencia N-terminal
11E12 QvaLQ bloqueada
19D07 EVKLV no ensayado
34D03 EVQLV EVQLV

*En la Tabla 2, "DIVLT" corresponde a los restos 1-5 de SEQ ID NO: 19, "DIVMS" corresponde a los restos 1-5 de

SEQ ID NO: 22, "DILLT" corresponde a los restos 1-5 de SEQ ID NO: 24, "QVQLQ" corresponde a los restos 1-5

glie SEQSIDQNO: 28, "EVKLV" corresponde a los restos 1-5 de SEQ ID NO: 28 y "EVQLV" corresponde a los restos
-5 de SEQ ID NO: 30.

Ejemplo 3 Construccion de los anticuerpos quiméricos de 11E12, 19D07 y 34D03

Como se describe anteriormente, los anticuerpos constan de un emparejamiento homodimérico de dos proteinas
heterodiméricas. Cada cadena de proteina (una pesada y una ligera) del heterodimero consta de un dominio
variable y un dominio constante. Cada dominio variable contiene tres regiones determinantes de complementariedad
(las CDR) que contribuyen a la unién al antigeno. Las CDR estan separadas en el dominio variable por regiones
marco conservadas que proporcionan un armazon para la presentacion espacial apropiada de los sitios de unién en
el anticuerpo. Juntas, las regiones CDR y las marco conservadas, contribuyen a la capacidad de los anticuerpos de
unirse a su antigeno afin (Figura 2).

Como se describe adicionalmente mas arriba, un anticuerpo quimérico consiste en la secuencia variable (tanto la
CDR como la regidon marco conservada) del anticuerpo de raton (como se determina a partir del analisis de
secuencia anterior) injertadas en las respectivas regiones constantes pesada y ligera de una molécula de IgG canina
(Figura 3). Dado que el dominio variable es responsable de la unién al antigeno, se espera que el injerto del dominio
variable de ratéon completo en la regién constante canina tenga poco o ningun impacto sobre la capacidad del
anticuerpo de unirse al inmunogeno IL-31.

Para confirmar de forma simultanea que la secuencia correcta de las regiones variables de la cadena pesada y la
ligera se habian identificado y para producir material recombinante homogéneo, se generaron vectores de expresion
para producir anticuerpos quiméricos en sistemas de expresion de mamifero. Se disefiaron cebadores directos e
inversos para amplificar la region variable de la cadena pesada y la ligera de ratén de la secuencia de anticuerpo
obtenida de los hibridomas 11 E12, 19D07 y 34D03. Se incorporé en cada cebador directo un sitio de endonucleasa
de restriccion exclusivo, la secuencia consenso de Kozak y la secuencia lider de secrecion, para facilitar la expresion
y la secrecion del anticuerpo recombinante en una linea celular de mamifero. Cada cebador inverso se disefi¢ para
amplificar cada respectiva cadena pesada y ligera variable, e incluyod un sitio de restriccion exclusivo para facilitar la
clonacion. Se realizé PCR para amplificar cada cadena pesada y ligera utilizando como molde para cada reaccion el
ADN clonado de la cadena variable del anticuerpo del hibridoma. Cada producto de PCR se cloné en un plasmido de
expresion en mamifero que contenia las regiones constantes de la cadena pesada (denominada en el presente
documento como HC-64 o HC-65) o de la ligera (denominada en el presente documento como kappa) de IgG
canina, a base de las secuencias del GenBank numeros de referencia AF354264 o AF354265 y XP_532962,
respectivamente. Las secuencias de aminoacidos y de nucleétidos de HC-64 estan representadas por las SEQ ID
NO: 40 y 41, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos y de nucleétidos de HC-65 estan representadas por
las SEQ ID NO: 42 y 43, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos y de nucleétidos de kappa estan
representadas por la SEQ ID NO: 44 y 45, respectivamente. Los plasmidos que codifican cada cadena pesada y
ligera bajo el control del promotor de CMV, se cotransfectaron en células HEK 293 utilizando procedimientos por
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lipofectamina convencionales. Después de seis dias de expresion, los Acm quiméricos se purificaron de 30 ml de
sobrenadante de células HEK293FS transfectadas de forma transitoria, utilizando la resina de proteina A MabSelect
SuRe (GE Healthcare, Uppsala, Suecia), de acuerdo con procedimientos convencionales para la purificacion de
proteinas. Las fracciones eluidas se agruparon, se concentraron hasta ~500 ul utilizando un dispositivo de
centrifugacion Nanosep Omega con limite de PM nominal de 10.000 (Pall Corp., Port Washington, NY), se dializaron
durante una noche a 4 °C en PBS 1x, pH 7,2 y se almacenaron a 4 °C para el uso posterior.

La expresion de la IgG canina quimérica se evalu6 utilizando electroforesis en poliacrilamida SDS (SDS PAGE) en
condiciones nativas y desnaturalizantes. Los anticuerpos monoclonales (Acm) de cada transfeccion se separaron en
un gel Bis Tris al 4-12 % utilizando tampén de procesamiento SDS MES de acuerdo con el protocolo de los
fabricantes (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). Después de la electroforesis, las proteinas se visualizaron con tincion
de azul de Coomassie Simply (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) para asegurar que se habia producido un
emparejamiento apropiado y proporcionar una evaluacion cruda de la homogeneidad proteica. Para evaluar si los
Acm recombinantes conservaban la capacidad de unirse a la IL-31 canina, se evalué la capacidad de los Acm para
unirse a IL-31 canina a través de transferencias de Western. Se resolvieron patrones de proteina y la IL-31 canina
recombinante (800 ng) en SDS PAGE transferido a una membrana de nitrocelulosa utilizando el dispositivo
Invitrogen iBlot (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). Después de la transferencia, las membranas se lavaron con agua
destilada desionizada y se bloquearon con leche en polvo desnatada (LPD) al 5 % en solucion salina tamponada con
fosfato que contenia tween-20 al 0,05 % (PBST) durante 1 hora a temperatura ambiente (TA). Después del bloqueo,
las membranas se lavaron en PBST y se incubaron con sobrenadante diluido de la expresiéon transitoria o
anticuerpos quiméricos purificados. La unién de los anticuerpos quiméricos se evalué utilizando anticuerpo de cabra
anti-lgG de perro conjugado con peroxidasa (Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX o Rockland,
Immunochemicals, Inc., Gilbertsville, PA) a una dilucién de 1:5.000 en PBST durante 1 hora a TA. La confirmacion
de la union a IL-31 se determind por la presencia de una banda colorimétrica (peso molecular aparente 15 kDa) que
corresponde a la forma glucosilada de IL-31 canina después de la adicion de sustrato TMB a la transferencia (KPL,
Inc., Gaithersburg, MD).

Los Acm quiméricos que mostraron expresion a partir de las células HEK 293 y unién al inmundégeno IL-31 canina
recombinante, se analizaron adicionalmente mediante transferencia de Western para la afinidad y funcionalidad.
Para caracterizar la afinidad con la que los Acm candidatos se unian a IL-31, se evalué por resonancia de plasmoén
superficial (RPS), utilizando un sistema Biacore (Biacore Life Sciences (GE Healthcare), Uppsala, Suecia). Para
evitar las diferencias de afinidad asociadas con la preparacion de superficie diferencial que puede producirse cuando
se inmovilizan anticuerpos a superficies, se empled una estrategia donde la IL-31 se conjugé de forma directa a la
superficie. La inmovilizacion se obtuvo mediante acoplamiento de aminas de IL-31 5 pug/ml utilizando quimica de N-
hidroxisuccinimida (NHS)/1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC). Las microplacas se desactivaron con
etanolamina y se evalu¢ la afinidad con la que todos los Acm candidatos se unieron a IL-31 inmovilizada. Todas las
curvas se ajustaron a un modelo de 1:1. Las afinidades <E-11 estan por debajo del limite inferior de cuantificacion de
deteccion del instrumento.

También se evalud la capacidad de todos los Acm candidatos para inhibir la sefalizacion de IL-31 en el ensayo
basado en células en dos formatos independientes. En el formato de coincubacioén, los complejos Acm:IL-31 se
preincubaron durante una hora para asegurar la formacion del complejos antes de la adicién de células. Para
aumentar el potencial de diferenciacion entre los Acm, se realizé un segundo conjunto de experimentos que carecia
de coincubacion y los Acm se afiadieron de forma directa a las células durante 5 minutos después de la adicion de
IL-31. En ambos casos, la estimulaciéon de IL-31 se produjo durante 5 minutos. Como se muestra en la tabla 3 a
continuacion, la conversion de los monoclonales de raton 11E12, 19D07 y 34D03 a una forma quimérica canina,
tuvo poco impacto en cuanto a su capacidad para unirse a IL-31 o inhibir la sefializacién mediada por células. Los
resultados también verifican las secuencias correctas de las cadenas pesada variable y ligera variable obtenidas de
cada hibridoma de ratén.

TABLA 3
Ensayo de pSTAT de DH82 Afinidad por Biacore
Co-incubacién Pre-tratamiento
Anticuerpo Clso mg/ml Clso mg/ml Ko (M)
11E12 de ratén 1,61 2,28 8,93E-13
" 11E12 quimérico 1,48 1,57 2,68E-13
19D07 de ratdn 1,76 3,46 7,24E-12
* 19D07 quimérico 1,92 1,33 5,15E-13
34D03 de ratén 1,73 2,28 1,01E-12
®34D0O3 quimérico 1,28 1,08 4 65E-12

* 11E12 quimérico para la cadena pesada, MU-11E12-VH se emparejo con HC-64 y para la cadena ligera MU-
11E12-VL se emparejoé con kappa.
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(continuacion)

Ensayo de pSTAT de DH82 Afinidad por Biacore
Co-incubacién Pre-tratamiento
Anticuerpo Clso mg/m Clso mg/ml Ko (M)

*19D07 quimérico para la cadena pesada, MU-19D07-VH se emparej6 con HC-64, y para la cadena ligera, MU-
19D07-VL se emparejo con kappa.
8 34D03 quimérico para la cadena pesada, MU-34D03-VH se emparej6 con HC-64, y para la cadena ligera, MU-
34D03-VL se emparejoé con kappa.

Ejemplo 4 Evaluacion in vivo de los Acm quiméricos

Para confirmar que la inhibicién de la sefializacion celular mediada por IL-31, observada en el ensayo de DH-82, se
correlaciona con la inhibicién del prurito mediada por IL-31 en el perro, el anticuerpo monoclonal 11 E12 quimérico
descrito anteriormente en la Tabla 3 (11 E12-64 quimérico) se evalud en el modelo de prurito de perro de IL-31. En
este modelo, la IL-31 canina, proporciona por via intravenosa (IV) a una dosis de 1 a 1,5 pg/kg, produce un rapido
inicio de respuesta pruritica consistente que puede cuantificarse a lo largo de un periodo de dos horas de
observacion. Para evaluar las respuestas pruriticas, se colocaron los perros en jaulas de alojamiento individuales y
las mediciones de actividad pruriginosa se realizaron utilizando video vigilancia. Después de un periodo de
aclimatacion de = 1 hora, se determinaron las puntuaciones de prurito de la medida inicial para cada perro utilizando
video vigilancia en tiempo real utilizando un sistema de puntuacion categérico. En concreto, se tomaron decisiones
de tipo "si/no" a intervalos consecutivos de 1 minuto con respecto a si cada perro presentaba comportamiento
pruritico. La presentacion de comportamiento pruritico tales como acciones de lamido/mordisqueo de las patas,
costados y/o region anal, rascado de los costados, cuello y/o del piso, agitacion de la cabeza y deslizamiento de un
lado a otro de su trasero sobre el piso de la jaula, fue suficiente para generar una respuesta afirmativa, "si", durante
el intervalo de tiempo designado. Al final de este periodo, se afadio la cantidad de determinaciones afirmativas, para
llegar a un indice de Puntuacién de Prurito (IPP) acumulativo. Las puntuaciones de prurito se determinaron dos
veces para cada animal, siendo la primera mediciéon a los 30 minutos de la puntuaciéon de medida inicial medida
inmediatamente antes del inicio del periodo de tratamiento del articulo de ensayo. Tras la finalizacion de cada
periodo de observacion programado, los perros regresaron a sus emplazamientos de alojamiento normales.

Para evaluar si la administracion subcutanea (SC) de E12-64 quimérico podia inhibir el prurito mediado por IL-31, se
realizé un estudio piloto (76A03) que incluyd tanto un grupo tratado como uno de placebo (N = 4/grupo). En este
estudio, las respuestas de medida inicial se realizaron con los 8 perros y dichos perros se asignaron al azar en
grupos y se alojaron en funciéon de su IPP. Cabe destacar que, cada grupo consistié en dos respondedores altos
(IPP >55) y en dos respondedores moderados (IPP = 30 a 55). Después, a los perros se les administré 11 E12-64
quimérico el dia 7 y se realizaron exposiciones a IL-31 los dias 8, 14 y 22. Los resultados de este estudio se
presentan en la Figura 8. Estos resultados demuestran que la administracion de 11 E12- 64 quimérico producia una
reduccion mayor del 75 % del IPP promedio para los dias 8 y 14, con respecto al dia 1, para los animales tratados
con 11 E12-64 quimérico. Esto contrasta con un aumento de 37 - 51 % de las puntuaciones IPP para los animales
no tratados. El IPP volvié a la medida inicial dos semanas después del tratamiento con Acm, lo que sugiere una
duracion de la eficacia de entre una y dos semanas para la dosis administrada de 0,3 mg/kg.

Un reto particular cuando se evalla el IPP, es la variacion diaria asociada con el comportamiento pruritico en el
perro. Para ayudar a controlar esta variacion, se determiné un IPP de medida inicial de 30 minutos para cada perro,
el dia anterior a la exposicién a IL-31. La Figura 9 muestra las puntuaciones de prurito individuales entre los perros
incluidos en este estudio (76A60). Los datos de la Figura 9 ilustran que el IPP de medida inicial del dia 8 y del dia 14
fue de aproximadamente el 25 % de la exposicion posterior con IL-31 en el grupo tratado con 11 E12-64 quimérico.
Esta observacién es coherente con una anulacién completa del prurito relacionado con IL-31, dado que el periodo de
tiempo de observacion de medida inicial (0,5 h) es del 25 % del periodo de tiempo de observacion post IL-31 (2 h).
En conjunto, estos datos in vivo proporcionan pruebas contundentes de que; 1) el monoclonal 11 E12 quimérico
puede neutralizar la capacidad de IL-31 para inducir prurito en perros, 2) la inhibicién de la sefalizacion mediada por
IL-31 en el ensayo basado en células se correlaciona con la eficacia in vivo y 3) los parametros necesarios para
utilizar este modelo de IL -31 para la evaluacién de Acm se establecen para la evaluacién de otros anticuerpos
candidatos.

Ejemplo 5 Estrategia de Caninizacion

La generacién de anticuerpos antifarmaco (AAF) puede asociarse con la pérdida de eficacia de cualquier proteina
bioterapéutica, incluyendo los anticuerpos monoclonales. Una evaluacion exhaustiva de la biografia ha mostrado
que la especiacion de los anticuerpos monoclonales puede reducir la propensién de los Acm para ser
inmunogénicos, aunque se pueden encontrar ejemplos de Acm inmunogénicos completamente humanos y Acm
quiméricos no inmunogénicos. Para ayudar a mitigar los riesgos asociados con la formacion de AAF para los
anticuerpos monoclonales IL-31 de ratén proporcionados en el presente documento, se empled una estrategia de
caninizacion. Esta estrategia de caninizacion se basa en la identificacion de las secuencias de anticuerpo de estirpe
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germinal de canino mas apropiadas para el injertado de CDR (Figura 4). Después de un amplio analisis de todas las
secuencias de estirpe germinal de canino disponibles tanto para la cadena pesada como para la ligera, los
candidatos de estirpe germinal se seleccionaron en funcidon de su homologia con los Acm de ratén y las CDR de los
Acm progenitores de ratdn se utilizaron para reemplazar las CDR de canino nativas. El objetivo fue conservar una
alta afinidad y actividad basada en células utilizando regiones marco conservadas completamente de canino para
minimizar el potencial de inmunogenicidad in vivo. Se expresaron los Acm caninizados y se caracterizé su capacidad
para unirse a IL-31 a través de transferencia de Western. Estos resultados se describen a continuacion en el
Ejemplo 8. Solo los Acm que conservaron la capacidad de unirse a IL-31 después de la caninizacion se
desarrollaron para una caracterizaciéon adicional. Los Acm que perdieron la capacidad de unirse a IL-31 se
analizaron minuciosamente de forma sistematica para identificar; 1) la cadena responsable de la pérdida de funcién,
2) la regién marco conservada responsable de la pérdida de funcién y 3) el aminoacido (o aminoacidos) responsable
de la pérdida de funcién.

Ejemplo 6 Caninizacion de los anticuerpos 11E12, 19D07 y 34D03

Se fabricaron construcciones de nucledtidos sintéticas que representaban las cadenas pesada y ligera variables
caninizadas de los Acm 11 E12, 19D07 y 34D03. Después de la subclonacion de cada cadena variable en plasmidos
que contenian las respectivas regiones constantes pesada y kappa de canino, los plasmidos se cotransfectaron para
la expresion de anticuerpos en células HEK 293. En resumen, los Acm 19D07 y 34D03 conservaron la unién a IL-31
tras la caninizacién. Las secuencias variables de anti IL-31 de canino caninizadas, determinadas para cada
anticuerpo son las siguientes, cadena ligera variable de 19D07 (SEQ ID NO: 23 CAN-19D07-VL-998-1, cuya
secuencia de nucledtidos correspondiente es SEQ ID NO: 46 ), cadena pesada variable 19D07 (SEQ ID NO: 29
CAN-19D07-VH-400-1, cuya secuencia de nucleotidos correspondiente es SEQ ID NO: 47), cadena ligera variable
34D03 (SEQ ID NO: 25 CAN-34D03- VL-998-1, cuya secuencia de nucleétidos correspondiente es SEQ ID NO: 48)
y cadena pesada variable de 34D03 (SEQ ID NO: 31 CAN-34D03-VH-568-1, cuya secuencia de nucleotidos
correspondiente es SEQ ID NO: 49).

Por el contrario, las secuencias de estirpe germinal utilizadas para los esfuerzos de caninizaciéon de 11 E12 dieron
como resultado determinados Acm no funcionales. Con referencia a la Figura 10, las versiones quimérica,
heteroquimérica y caninizada del Acm 11E12, se expresaron y se caracterizé su capacidad de unirse a IL-31 a
través de transferencia de Western. Estos resultados demostraron que el anticuerpo 11 E12 caninizado no se une a
IL-31 de canino (Transferencia n.° 2). Ademas, con respecto a las heteroquimeras, la cadena pesada quimérica
emparejada con la ligera caninizada perdi6 la unién a IL-31 (Transferencia n.° 3), mientras que la cadena pesada
caninizada emparejada con la ligera quimérica conservé la actividad de union a IL-31 (Transferencia n.° 4).
Basandose en estos resultados obtenidos de las heteroquimeras, se dedujo que la cadena ligera caninizada era
responsable de la pérdida de actividad.

En un esfuerzo para restablecer la unién de las versiones caninizadas de E12 con la IL-31 de canino, la cadena
ligera caninizada se modificé mediante intercambio de secuencias marco conservadas. La Figura 11 proporciona
una vision de conjunto del trabajo de sustitucion de la regiéon marco conservada de la cadena ligera de 11 E12. Este
trabajo identificé un anticuerpo que reemplazaba la regién marco conservada Il (FWII, Framework 1) de canino por la
region marco conservada Il de ratén y que restablecia la unién con la IL-31 de canino (cadena ligera variable de 11
E12 (SEQ ID NO: 20 CAN-11 E12-VL-cUn-FW2) cuya secuencia de nucleétidos correspondiente es SEQ ID NO:
50), cadena pesada variable de 11 E12 (SEQ ID NO: 27 CAN-11 E12-VH-415-1, cuya secuencia de nucleétidos
correspondiente es SEQ ID NO: 51)).

Un perfeccionamiento adicional de estas retromutaciones identificé un anticuerpo con una sola retromutaciéon de
arginina a leucina (R50L) en la regién marco conservada Il que pudo restablecer la unién a IL-31 a través de analisis
de transferencia de Western (cadena ligera variable de 11 E12 (SEQ ID NO: 21 CAN-11 E12-VL-cUn-13, cuya
secuencia de nucleotidos correspondiente es SEQ ID NO: 52), cadena pesada variable de 11 E12 (SEQ ID NO: 27
CAN-11E12-VH-415-1)) (Figura 12). Una vez identificadas las versiones 'caninizadas' de cada posible candidato, los
Acm se purificaron y dializaron en PBS para una evaluacion adicional. La Tabla 4 resume los resultados de las
mediciones de afinidad y de los datos de inhibicion basados en células. Estos datos demuestran que los derivados
caninizados tanto de 11 E12 como de 34D3 conservaban una excelente actividad inhibidora en el ensayo basado en
células y en la afinidad por IL-31, medido por Biacore. También merece la pena destacar que aunque la molécula de
19D7 caninizada original conserva una potencia excelente, medida por Biacore, la capacidad de inhibir la
sefializacion de IL-31 basada en células parece comprometida con respecto a su progenitor de raton. Se provoco
poca o ninguna pérdida de afinidad cuando se convirtieron los Acm de su isotipo de ratén al derivado de canino.
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TABLA 4
Ensayo de pSTAT de DH82 Afinidad por Biacore
Anticuerpo
Co-incubacion Clso pg/ml Pre-tratamiento Clso pg/ml Ko(M)
11E12 de Ratén 1,61 2,28 8,93E-13
11E12 Caninizado no activo no activo 5,06E-07
Heteroquimera de 11E12 2,67 3,35 4 97E-12
11E12 FW2 Caninizado 2,7 5,31 1,47E-10
11E12 13 Caninizado 5,49 5,18 5,16E-12
19D07 de Raton 1,76 3,46 7,24E-12
19D07 Caninizado curva inc. curva inc. 9,23E-10
34D03 de Ratén 1,73 2,28 1,01E-12
34D03 Caninizado 2,42 2,25 2,91E-11
Cadena Variable
Anticuerpo )
Pesada Ligera

11E12 Caninizado
Heteroquimera de 11E12
11E12 FW2 Caninizado
11E12 13 Caninizado
19D07 Caninizado
34D03 Caninizado

CAN-11E12-VH-415-1
CAN-11E12-VH-415-1
CAN-11E12-VH-415-1
CAN-11E12-VH-415-1
CAN-19D07-VH-400-1
CAN-34D03-VH-568-1

CAN-11E12-VL-cUn-1
11E12 Quimérico

CAN-11E12-VL-cUn-FW2

CAN-11E12-VL-cUn-13
CAN-19D07-VL-998-1
CAN-34D03-VL-998-1

Cadenas pesadas: Todas las formas caninizadas y heteroquiméricas de 11 E12 incluyen la secuencia de Vy de
CAN-11E12-VH-415-1 (SEQ ID NO: 27) y la regidon constante denominada HC-64 (SEQ ID NO: 40); 19D07
caninizado incluia la secuencia de V4 de CAN-19D07-VH-400-1 (SEQ ID NO: 29) y HC-64; 34D03 caninizado incluia
la secuencia de VH de CAN-34D03-V-568-1 (SEQ ID NO: 31) y HC-64.

Cadenas ligeras: 11E12 caninizado incluia la secuencia de VL de CAN-11E12-VL-cUn-1 (SEQ ID NO: 53) y la region
constante denominada kappa (SEQ ID NO: 44); 11E12 heteroquimérico incluia la secuencia de VL de MU-11E12-VL
(SEQ ID NO: 19) y kappa; 11E12 FW2 caninizado incluia la secuencia de VL de CAN-11E12-VL-cUn-FW2 (SEQ ID
NO: 20) y kappa; 11E12 caninizado incluye la secuencia de VL de CAN-11E12-VL-cUn-13 (SEQ ID NO: 21) y kappa;
19D07 caninizado incluia la secuencia de VL de CAN-19D07-VL-998-1 (SEQ ID NO: 23) y kappa; 34D03 caninizado
incluia la secuencia de VL de CAN-34D03-VL-998-1 (SEQ ID NO: 25) y kappa.

Ejemplo 7 Caracterizacion de la union de IL-31 de canino con los anticuerpos 11E12 y 34D03

Para determinar los restos de aminoacido implicados en la unién a IL-31 de canino de los anticuerpos 11E12 y
34D03, se utilizé una estrategia mutacional que implicaba 1) el truncamiento de la proteina IL-31 tanto del extremo N
como del C y 2) el reemplazo de aminoacidos individuales por alanina (mutagénesis mediante alanina) para
determinar el impacto sobre la union del Acm. Se disefiaron cebadores de PCR para amplificar un gen de IL-31 de
canino que se optimizd con codones para la expresion en un hospedador de E. coli. La secuencia de esta
construccion de IL-31 de canino de longitud completa con codones optimizados para la expresion en E. coli se
representa en la SEQ ID NO: 55, cuya secuencia de nucledtidos correspondiente es SEQ ID NO: 56. Se disefiaron
cebadores para amplificar el gen de longitud completa y para crear truncamientos de 20 aminoacidos de la proteina
desplazandose hacia el interior desde los extremos N y C. Con el fin de realizar estos truncamientos N-terminales, la
posiciéon 1 correspondia con el resto de glicina inmediatamente después de la etiqueta de 6-His N-terminal en la
construccién con codones optimizados. Los productos de amplificacion por PCR se clonaron en pET1 01 D
(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) de acuerdo con el protocolo de los fabricantes. El plasmido pET101D permite la
fusiéon de la proteina recombinante con una etiqueta epitopica de 6-His N terminal para la confirmaciéon de la
expresion. Los plasmidos con secuencias confirmadas se utilizaron para transformar células de E. coli BL21 Star
TOP10 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) y se indujo la expresion de la proteina recombinante utilizando Isopropil -
D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) 1 mM en condiciones de cultivo convencionales. Después de las inducciones, las
células se sedimentaron y se lisaron utilizando Reactivos de Extraccion de Proteinas Bacterianas (abreviado B-PER,
ThermoFisher Scientific Inc., Rockford, IL). Los lisados crudos se sometieron a SDS-PAGE y a transferencia de
Western y la transferencia de Western se llevo a cabo como se describié anteriormente. Todas las transferencias de
Western para el analisis mutacional se realizaron utilizando las versiones de raton de 11 E12 y 34D03 debido a la
disponibilidad de los anticuerpos purificados y reactivos necesarios. Se analizé la capacidad de cada anticuerpo para
unirse a la transferencia de lisado de proteina crudo, que representaba IL-31 de longitud completa y truncada. Las
transferencias de control también se sondaron con el Acm anti-His para confirmar la expresion de cada proteina. Las
proteinas con un truncamiento N-terminal (-20N, -40N y -60N) mostraron todas una expresion fuerte en E. coli y
tenian la capacidad de unirse a 11 E12 y a 34D03 (Figura 13). Las secuencias de aminoacidos y de nucleétidos que
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corresponden a la construccion -20N son las SEQ ID NO: 57 y 58, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos
y de nucledtidos que corresponden a la construccion -40N son las SEQ ID NO: 59 y 60, respectivamente. Las
secuencias de aminoacidos y de nucledtidos que corresponden a la construccion -60N son las SEQ ID NO: 61y 62,
respectivamente. Sin embargo, la IL-31 de longitud completa y las proteinas con truncamientos C-terminales (-20C,
-40C y -60C) no pudieron expresarse en estas condiciones.

Se observé que la proteina IL-31 de longitud completa se expres6é muy mal. Sin embargo, la construccion con los 20
primeros aminoacidos eliminados (-20N) del extremo N mostré una expresion fuerte. Los anticuerpos 11 E12 y
34D03 se unieron a la proteina -20N. Por lo tanto, se llevé a cabo un trabajo adicional utilizando esta construccion -
20N. Se fabricaron construcciones que representaban truncamientos C-terminales en las posiciones 20-122 (PM
15,3 con la etiqueta his), 20-100 (PM 12,9 con la etiqueta his) y 20-80 (PM 10,4 con la etiqueta his) para evaluar la
union del Acm con estas zonas en la proteina IL-31. Las secuencias de aminoacidos y de nucledtidos que
corresponden a la construccion 20-122 son las SEQ ID NO: 63 y 64, respectivamente. Las secuencias de
aminoacidos y de nucledtidos que corresponden a la construccion 20-100 son las SEQ ID NO: 65 y 66,
respectivamente. Las secuencias de aminoacidos y nucleétidos que corresponden a la construccion 20-80 son las
SEQ ID NO: 67 y 68, respectivamente. La Figura 14 muestra las transferencias de Western de lisados de proteina
crudos de estas proteinas truncadas que se sondaron con los Acm 11E12 (Transferencia B) y 34D03 (Transferencia
C). Como se muestra en esta Figura, los Acm 11E12 y 34D03 se unieron a las proteinas IL-31 truncadas 20-122 y
20-100, pero no pudieron unirse a 20-80. Estos resultados indicaron que los aminoacidos entre las posiciones 80 y
100 de la construccion de IL-31 de canino de longitud completa de SEQ ID NO: 55 (utilizando "SSHMA" como el
extremo N) estaban implicados en la unidon de estos anticuerpos. Esta regién corresponde a los Numeros de
aminoacido entre los restos de aminoacidos 102 y 122 de la secuencia de la proteina IL-31 de canino de longitud
completa de SEQ ID NO: 32. Una transferencia de control utilizando el Acm anti-His (Transferencia A) mostré que
todas las proteinas truncadas se habian expresado. Ademas, la proteina pET101D-lacZ se utiliz6 como un control
para confirmar la falta de unién no especifica de los Acm con proteinas hospedadoras.

Para identificar adicionalmente los aminoacidos en la IL-31 canina implicados con la unién a los anticuerpos 11 E12
y 34D03, se realiz6 mutagénesis por alanina de acuerdo con los procedimientos conocidos. Las construcciones
individuales se fabricaron (en el plasmido -20N) sustituyendo por alaninas en cada posicién de IL-31 canina desde el
aminoacido 76 hasta el 122. Después de la confirmacién de la secuencia, se llevd a cabo la expresion de la proteina
y los lisados de proteina crudos se sometieron a analisis por transferencia de Western. La Figura 15 muestra un
resumen de los resultados indicando las posiciones en la IL-31 canina que, cuando se mutan a alanina, impactan en
la unién de los Acm 11 E12 y 34D03. Como se muestra en esta Figura, las posiciones 77, 78, 81 y 85 de la
construccion de IL-31 de longitud completa impactan todas sobre la unién de los anticuerpos 11 E12 o 34D03. Estos
corresponden con los restos de aminoacido 99, 100, 103 y 107, respectivamente, de la secuencia de proteina de IL-
31 canina de longitud completa de SEQ ID NO: 32.

Para examinar el impacto de multiples mutaciones en la region de IL-31, importante para la unién a los anticuerpos
11 E12 y 34D03, se construyeron plasmidos de expresion con dobles (D82A, I85A) y triples (I81A, D82A, I85A)
sustituciones de alanina. Los lisados de E. coli que expresaban IL-31 canina con estas dobles y triples mutaciones,
ademas del control -20N, se transfirieron con los anticuerpos 11 E12 y 34D03 (Figura 16). Es obvio que estos tres
aminoacidos en IL-31 canina estan implicados en el reconocimiento de 11 E12 y 34D03 dado que se observa una
anulacion completa de la unién cuando estos sitios se cambian a alanina. Estos tres aminoacidos corresponden a
los restos de aminoacido 103, 104 y 107 de la secuencia de la proteina IL-31 canina de longitud completa de SEQ ID
NO: 32.

En resumen, el andlisis del truncamiento de IL-31 canina reveld restos de aminoacido (anotados en la Figura 15
entre las posiciones 80 y 122) que estan implicados en la unién de los anticuerpos 11 E12 y 34D03. Adicionalmente,
un analisis mutacional refinado utilizando mutagénesis mediante alanina revelé que ASP77, LYS78, ILE81, ASP82 e
ILE85 de la construccion de IL-31 de longitud completa impactaban todos en la unién de 11 E12 o 34D03 indicando
que esta region define muy probablemente el epitopo responsable del reconocimiento de estos anticuerpos. Cabe
destacar que, esta region de la proteina IL-31 de ser humano mostré estar implicada en la unién a la subunidad GPL
de su correceptor (Le Saux S y col. Biol Chem. 29 de enero de 2010; 285(5):3470-7. Epub 17 de noviembre de
2009). Estas observaciones, junto con la capacidad de los Acm 11 E12 y 34D03 de neutralizar la actividad de pSTAT
mediada por IL-31 en monocitos, confirma la hipétesis de que estos Acm se unen a restos en IL-31 canina que son
esenciales para la unién de esta citocina con su receptor, inhibiendo de este modo su capacidad para inducir la
sefializacion.

Ejemplo 8 Produccion de anticuerpos 34D03 caninizados a partir de plasmidos de glutamina sintasa (GS)

Los genes que codifican el Acm 34D03 caninizado (cadenas pesada vy ligera, Tabla 4 anterior) se clonaron en los
plasmidos de GS pEE 6.4 y pEE 12.4, respectivamente (Lonza, Basel, Suiza). Los plasmidos resultantes se
digirieron de acuerdo con el protocolo del fabricante y se ligaron conjuntamente para formar un tnico plasmido de
expresion de mamifero. Cada plasmido se utilizd para transfectar células HE 293 y se llevd a cabo la expresion en
20 | de medio de cultivo. La proteina se aislé del medio HEK acondicionado utilizando cromatografia de afinidad de
proteina A de acuerdo con procedimientos convencionales de purificacion de proteinas. El medio se cargé en la
resina cromatografica y se eluyd mediante un cambio de pH. Se ajusto el pH de la proteina eluida, se dializd y se
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esterilizd por filtracidon antes de su uso. El anticuerpo resultante era mas del 99 por ciento monomérico mediante
cromatografia de exclusién por tamario analitica, sin observarse agregados de alto peso molecular. Este anticuerpo
se utilizé posteriormente para la evaluacion en el modelo de prurito de perro para evaluar la eficacia in vivo.

Ejemplo 9 Evaluacion del anticuerpo 34D03 caninizado en el modelo de prurito de perro

La actividad antipruriginosa de 34D03 caninizado (CAN 34D03-65 representado por SEQ ID NO 31 (VH) emparejada
con SEQ ID NO 25 (VL) en SEQ ID NO 42 (HC-65) y SEQ ID NO 44 (LC-Kappa)) se evalué utilizando un modelo
canino de prurito inducido por IL-31. Con este modelo, se suministré de forma repetida una dosis intravenosa de
1,5 pg/kg de IL-31 canina recombinante que se sabe que induce un periodo transitorio de comportamiento pruritico
en perros Beagle (exposicion a IL-31, duracion del prurito < 24 horas) antes y hasta 63 dias después de una sola
dosis SC de CAN 34D03-65 1,0 mg/kg. En cada periodo de exposicion a IL-31, se utilizd video vigilancia en tiempo
real para obtener una medida del comportamiento pruritico durante 0,5 horas antes del suministro de la citocina
(periodo de medida inicial pre-IL-31) seguido de una medicion similar de 2 horas que comenz6 20 minutos tras la
inyeccion de citocina (periodo de exposicion post-IL-31 de 2 h). Las puntuaciones de prurito se generaron en cada
periodo de tiempo bajo evaluacién haciendo determinaciones de tipo “si/no” si se presentaba un comportamiento
pruritico durante intervalos de tiempo consecutivos de 1 minuto (puntuaciéon de prurito maxima = 30 para cada
periodo de medida inicial; 120 para el periodo de exposicion post-IL-31). La Figura 17 resume las puntaciones de
prurito obtenidas antes y después de tratamiento con CAN 34 D03-65, que se proporciono el dia 0 del estudio. Siete
dias antes del tratamiento con Acm, la puntuacién de prurito posterior a la exposicién a IL-31 promedio de los perros
fue de 68 + 13 (E.T., n=4). Por comparacion, los dias de estudio 7, 14, 21, las puntuaciones de prurito promedio
posteriores a la exposicion con IL-31 se habian reducido a5 + 2, 8 + 4, y 9 + 5, respectivamente. Estos cambios en
la puntuacion de prurito entre el dia -7 y los dias 7-21 representaron una disminucion = 85 % de la reactividad
pruritica global para IL-31.

El grado de inhibicién de prurito inducido por IL-31 puede, de hecho, haber estado mas cerca del 100 % durante este
periodo de tiempo si se considera que entre los dias 0 y 21, las puntuaciones de medida inicial pre-IL-31 de 0,5 h
promediaron 1,6 + 0,6- un nivel que se extrapolaria con una puntuacién de prurito de 6-7 durante un periodo de 2 h.
La reactividad pruritica de los perros tratados con IL-31 exdgena se recuperé de forma gradual a lo largo del tiempo.
El dia 63 posterior al tratamiento con CAN D03-65, la puntuacién de prurito posterior a la exposiciéon a IL-31 de 2 h
promedio habia aumentado hasta 57 + 8 o aproximadamente el 84 % de las respuestas preexposicion al Acm de IL-
31 observadas en el dia -7. Por lo tanto, en un modelo de prurito inducido por IL-31, una sola inyecciéon en embolada
SC de CAN 34D03-65 proporciona semanas de proteccion antipruritica a los perros tratados.

Ejemplo 10 Caracterizacion de IL-31 de felino

La secuencia de IL-31 de felino se identificé mediante una busqueda de similitud del genoma de felino con IL-31 de
canino utilizando los recursos de genoma del NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov). El gen que representa la IL-31 de felino
se sintetizd para la expresion optima en E. coli. Las construcciones de expresion se crearon con los genes de |L-31
de canino y felino de longitud completa que contenian una etiqueta de 6 His N-terminal para la deteccion y
purificacion. La construccion de felino de longitud completa utilizada para la expresiéon en E. coli esta representada
por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 69 y la secuencia de proteina de SEQ ID NO: 70. Los plasmidos con
secuencia confirmada se utilizaron para transformar E. coli BL21 Star™ (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) y se llevo a
cabo la expresion a 30 °C durante 5 horas. Después de la lisis de los sedimentos celulares se encontré que la
proteina inmunorreactiva estaba altamente enriquecida en el lisado insoluble. Estos sedimentos celulares se
solubilizaron en urea 6 M y la purificacion de las proteinas recombinantes se llevé a cabo en condiciones
desnaturalizantes utilizando una resina de niquel cobalto (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL). Las fracciones
eluidas agrupadas, que mostraron ser positivas a la presencia de la etiqueta de His, se dializaron por etapas frente a
PBS urea 0,8 M seguido de PBS, y se analizaron mediante SDS PAGE (Figura 18). Como se observo anteriormente,
el rendimiento de la IL-31 de canino recombinante a partir de la induccién en E. coli fue bajo. Sin embargo, se
recupero proteina después de la purificacion que migré de acuerdo con la masa molecular espera a través de SDS-
PAGE.

Para examinar la actividad biolégica de la IL-31 de canino y felino producida a partir de E. coli, se analizé la
capacidad de cada proteina para inducir la sefalizacion de pSTAT en el ensayo de células DH82. Dado que la IL-31
recombinante a partir de células de mamifero (IL- 31(CHO) de canino) esta altamente glucosilada, no estaba claro si
la forma no glucosilada conservaria la actividad biolégica. La Figura 19 muestra que la IL-31 de felino tiene
bioactividad comparable con la IL-31 de referencia producida en células CHO.

La mutagénesis mediante alanina de la IL-31 de canino definidé una region dentro de la proteina que es necesaria
para la union a los anticuerpos 11 E12 y 34D03. Se formulé la hipotesis de que, debido a la conservacion de
secuencia en esta region (Figura 20), estos Acm tendrian reactividad cruzada con la IL-31 de felino.

La Figura 21 muestra que los Acm 11E12 y 34D03 tienen la capacidad de unirse a la IL-31 de canino (E. coli) y que
también tienen la capacidad de reaccionar de forma cruzada con la proteina IL-31 de felino. Basandose en estos
datos, la especiacion del anticuerpo 34D03 se aplicé a la de los felinos (felinizacion).
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Ejemplo 11 Felinizacién del anticuerpo 34D03

De forma similar a la estrategia de caninizacion descrita, se identificaron secuencias de anticuerpos de estirpe
germinal apropiadas a partir de todas las secuencias de felino disponibles para el injerto de CDR procedente del
Acm 34D03. La cadena ligera variable (SEQ ID NO: 71 FEL-34D03-VL-021-1, cuya secuencia de nucledtidos
correspondiente es SEQ ID NO: 72) y la cadena pesada variable (SEQ ID NO: 73 FEL-34D03-VH-035-1, cuya
secuencia de nucledtidos correspondiente es SEQ ID NO: 74) se seleccionaron en funcién de la homologia mas alta
con sus respectivas regiones marco conservadas de canino en el anticuerpo 34D03 caninizado. El anticuerpo 34D03
felinizado recombinante se produjo utilizando las regiones variables seleccionadas unidas a su respectiva secuencia
de la cadena de IgG1 pesada constante (SEQ ID NO: 75 HC-A de felino, cuya secuencia de nucledtidos
correspondiente es SEQ ID NO: 76 del GenBank n.° de referencia AB016710.1) y ligera constante kappa (SEQ ID
NO: 77 LC-Kappa de felino, cuya secuencia de nucledtidos correspondiente es SEQ ID NO: 78 del GenBank n.° de
referencia AF198257.1). Se produjo el anticuerpo a partir de células HE y se purific6 como se describe
anteriormente. La Figura 22 muestra la capacidad del anticuerpo 34D03 de felino de neutralizar la sefializacion de
pSTAT con una CI50 comparable a la de la versién canina.

Se evalud la capacidad del anticuerpo 34D03 felinizado para unirse tanto a la IL-31 de felino como de canino. La
Figura 23 muestra transferencias de Western con 34D03 felinizado utilizando proteina purificada de fuentes tantos
de mamifero como de E. coli. Se observé una union concluyente tanto a proteinas de canino como de felino, lo que
indicé una reactividad cruzada completa de la forma felinizada de 34D03 vy la verificacion de la unién a la proteina de
felino. Considerados en su conjunto, estos resultados sugieren que un epitopo conservado de IL-31 de felino puede
ser una diana adecuada para la inhibicién de esta citocina en gatos.

Ejemplo 12 Deteccion de la citocina IL-31 en perros con dermatitis atopica de origen natural

En el presente Ejemplo, se evalu6 el nivel de la proteina IL-31 en suero recogido de poblaciones de perros,
incluyendo aquellos con dermatitis atopica, utilizando una técnica de inmunoensayo cuantitativa.

Se recogio suero de las siguientes poblaciones de perros y se congeld antes de realizar las mediciones de IL-31 en
el suero.

1) De veinticuatro perros Beagle (Marshall BioResources, North Rose, NY) criados para este fin antes y después
de la sensibilizacion al alérgeno del acaro del polvo (Dermatophagoides farina, Greer Labs). Todos los animales
tenian aproximadamente 9 meses. Los dos sexos estaban representados aproximadamente por igual.

2) De treinta perros alérgicos a las pulgas (Youngs Veterinary Research Services, Turlock, CA) antes de la
infestacion con pulgas o aproximadamente una semana después de la infestacion con pulgas de gato
(Ctenocephalides felis) adultas. En esta colonia, la mayoria de los perros eran mestizos. La edad promedio era
de aproximadamente 10,5 afios. Los dos sexos estaban representados aproximadamente por igual.

3) De ochenta y siete perros con duefio, cuyos perros tenian enfermedad periodontal subclinica pero que se
determiné de otro modo que estaban en buen estado de salud. Las muestras se recogieron en 18 clinicas
veterinarias de EE.UU. Los animales eran representativos de la poblacién canina de los Estados Unidos, en
cuanto a género y raza, y tenian entre dos y cinco afos.

4) De doscientos y veinticuatro animales con duefio, a cuyos perros se les habia diagnosticado dermatitis atépica
cronica no estacional de al menos 1 afio de duracién (en funcion de los criterios de Willemse modificado y de
Prelaud (Willemse T. J small Anim Pract 1986; 27:771-778 y Prelaud y col. Revue de Medecine Veterinaire 1998;
149: 1057-1064) con un minimo de "picor moderado" evaluado por el duefio, y una puntuacion de lesion cutanea
minima de 25 en el CADESI-02) evaluada por un veterinario. Se recogieron muestras procedentes de 14
practicas veterinarias realizadas en los Estados Unidos, por expertos en dermatologia veterinaria.
Aproximadamente el 75 % de los perros eran de pura raza y aproximadamente el 25 % de la poblacion total eran
perros cobradores (Labrador (17,3 %) y Golden (8,2 %)). Los perros tendian a ser de mediana edad (~ 6 afios).
Los dos sexos estaban representados aproximadamente por igual.

Se utilizé un inmunoensayo de tipo sandwich para cuantificar los niveles de clL-31 en el suero de caninos. Las
muestras de suero se diluyeron a 1:2 en tampon Rexxip (Gyrolab, Warren, NJ) y se procesaron en CDs de Bioaffy
1000 nl (Gyrolab) utilizando la estacion de trabajo Gyrolab xP. La clL-31 se capturé con un anticuerpo monoclonal
anti-IL-31 marcado con biotina de acuerdo con la presente invencion y se detecté con un anticuerpo monoclonal anti-
IL-31 marcado con Alexaflour 647 de acuerdo con la presente invencion. Las concentraciones de clL-31 de las
muestras se extrapolaron a partir de una curva patron de 8 puntos con un intervalo dinamico de 0,013-250 ng/ml
utilizando un modelo de ajuste de 5 parametros con el programa informatico Gyrolab Evaluator.

Los niveles de clL-31 eran detectables en las muestras de suero del 75 % de los perros con dermatitis atdpica de
origen natural (= 13 pg/ml) pero no fueron detectables (< 13 pg/ml) en el suero de los perros Beagle criados para
este fin +/- sensibilizados a AP, de perros mestizos +/- infestacion con pulgas o de perros con duefio con
enfermedad periodontal, pero considerados de otra forma en buen estado de salud, independientemente de la raza.
En los perros con dermatitis atopica de origen natural, el 53 % de las muestras analizadas mostré niveles de IL-31
en suero de entre 13-1000 pg/ml, y el 4 % mostré niveles por encima de 1000 pg/ml (Tabla 5).
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Tabla 5: Niveles de IL-31 en suero en diversas poblaciones de caninos

Numero de Numero de animales con IL-31|Porcentaje de animales con
Poblaciones de caninos animales evaluados en suero detectable® IL-31 en suero detectable
Beagles criados para este fin 24 0 0 %
Beagles criados para este fin 24 0 0%
sensibilizados con AP
Perros mestizos- sin pulgas 30 0 %
Perros mestizos- infestados con 30 0%
pulgas
Animales sanos con duefio- 87 0 0 %
multiples razas
Dermatitis atopica de origen natural 224 128 57 %
en animales con duefio - multiples
razas

@ Menos de 13 pg/ml esta por debajo de los limites de cuantificacion.

Los resultados del presente Ejemplo demuestran que la proteina IL-31 esta elevada en un ndmero significativo de
perros con dermatitis atopica canina. Sin pretender ligarse a teoria alguna, se cree que la ruta de IL-31 desempefia
un papel en la patobiologia de las afecciones cutaneas alérgicas pruriticas tales como, pero sin limitacion, dermatitis
atopica canina y representa una nueva ruta para la intervencion terapéutica con un antagonista de IL-31, tal como,
incluyendo, pero sin limitacion, olacitanib y/o un anticuerpo anti-IL-31 que se une de forma especifica a IL-31 canina.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Pfizer Inc. Bammert, Gary F. Dunham, Steven A.
<120> ANTICUERPO MONOCLONAL CONTRA INTERLEUCINA-31
<130> PC71750

<150> 61/510.268
<151> 21-07-2011

<160> 78

<170> PatentIn version 3.4
<210>1

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 1

Tyr Tyr Asp Ile Asn
1 5

<210> 2

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2

Ser Tyr Asp Met Ser
1 5

<210>3
<211>5
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<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 3

Asn Tyr Gly Met Ser
1 5

<210> 4

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4

Trp Ile Phe Pr¢ Gly Asp Gly Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Thr Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210>5

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5

Thr Ile Thr Ser Gly Gly Gly Tyr Thr Tyr Ser Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
<210> 6
<211>17

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 6

Thr Ile Ser Tyr Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Asn Ile Lys

1 5 10 15
Gly
<210>7
<211>14
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 7
Ala Arg Gly Gly Thr Ser Val Ile Arg Asp Ala Met Asp Tyr
1 5 10
<210> 8

<211> 11
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<212> PRT
<213> Mus musculus

<400>8

Ala Arg Gln Asn Trp Val Val Gly Leu Ala Tyr
1 5 10

<210>9

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 9

Val Arg Gly Tyr Gly Tyr Asp Thr Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 10

<211>15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10

Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly Ile Ser Phe Met His
1 5 10 15

<210> 11

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 11

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Ala

<210> 12

<211>15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12

Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser Phe Ala Gly Thr Gly Leu Met His
1 5 10 15

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13
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<210> 14

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 14

<210> 15

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 15

<210> 16

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 16

<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 17

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 18

<210> 19

<211> 111

<212> PRT

<213> Mus musculus

ES 2 638 340 T3

Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5

Gly Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ala
1 5

Gln Gln Ser Asn Lys Asp Pro Leu Thr
1 5

Gln Asn Asp Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

Gln Gln Ser Arg Glu Tyr Pro Trp Thr
1 5
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<400> 19
Asp Ile
1
Gln Arg
Gly Ile
Lys Leu

50

Arg Phe
65
Pro Val
Lys Asp

<210> 20

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Thr

Leu
100

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Asp

85

Thr

ES 2 638 340 T3

Gln

Ser

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

20

Thr

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Asp

30

Gln

Ile

Thr

Gln

Leu
110

<223> Secuencia de Acm de la cadena ligera variable caninizada, de Mus musculus y Canis

<400> 20

41

Leu

15

Asn

Pro

Pro

Ile

Ser
95

Lys

Gly

Tyr

Pro

Ala

Asn

80

Asn
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Asp

Glu

Gly

Lys

Lys

<210> 21
<211> 111
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Ile

Pro

Ile

Leu

50

Phe

Val

Asp

Val

Ala

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

Met

Ser

Phe

Ile

Gly

Ala

Leu
100

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Asp

85

Thr
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Gln

Ser

His

Arg

Gly

Asp

Phe

Thr

Cys

Trp

Ala

53

Ser

Ala

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Gly

Ala

Leu

Ala

25

Gln

Aszn

Thr

Val

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

80

Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Val

Val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Asp

Gln

Val

Arg

Gln

Ile
110

<223> Secuencia de Acm de la cadena ligera variable caninizada, de Mus musculus y Canis

<400> 21

42

Fro

15

Aszn

Pro

Fro

Ile

Ser

85

Lys

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

Asn
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Asp

Glu

Gly

Gln

Arg

65

Lys

<210> 22
<211> 11

3

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 22

Asp

Asp

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Asp

Ile

Pro

Ile

Leu

50

Phe

Val

Asp

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Val

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

Met

Ser

20

Phe

Ile

Gly

Ala

Leu
100

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr
100

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Asp

Thr

Ser

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

85

Pro
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Gln

Ser

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Tyr

Thr

Cys

Trp

Ala

53

Ser

Ala

Gly

Ser

Cys

Leu

Tyr

53

Ser

Glu

Thr

Pro

Arg

Phe

40

Ser

Gly

Gly

Ala

Pro

Lys

Ala

40

Gly

Gly

Asp

Phe

43

Leu

Ala

25

Gln

Aszn

Thr

Val

Gly
105

Ser

Ser
25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

80

Thr

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

80

Gly

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Ser

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Asp

30

Gln

Val

Arg

Gln

Ile
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Fro

15

Aszn

Ser

Fro

Ile

Ser
85

Lys

Ala
15

Aszn

Trp

Gly

Leu

Gln

85

Glu

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

80

Asn

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

g0

Asn

Ile
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<210> 23
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de Acm de la cadena ligera variable caninizada, de Mus musculus y Canis

<400> 23

Glu Ile Val
1

Glu Lys Val

Gly Asn Gln
35

Ala Pro Lys
50

Pro Ser Arg
65

Ile Ser Ser

Asp Tyr Ser

Lys

<210> 24

<211> 111

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 24

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Glu

85

Pro
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Gln

Thr

Tyr

Ile

Gly

70

Pro

Tyr

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Lys

Pro Ala

Lys Ser
25

Ala Trp

40

Gly Ala

Gly Ser

Asp Val

Phe Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gln

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Gly

Ser

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Leu

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu
110

Gln

15

Asn

Gly

Gly

Phe

Gln

95

Glu

Glu

Ser

Gln

val

Thr

80

Asn

Ile

Asp Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

5

10

15

Gln Arg Ala Tle Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser Phe Ala

20

25

44
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Gly Thr Gly
35

Lys Leu Leu
50

Arg Phe Ser

Pro Val Glu

Glu Tyr Pro

<210> 25
<211> 111
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Leu Met

Ile Tyr
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His Trp Tyr

40

Arg Ala Ser

55

Gly Ser Gly Ser Arg

70

Glu Glu Asp Ala Ala

85

Trp Thr
100

Phe Gly Gly

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr

Gly Thr

105

20

Lys Pro

Glu Ala
60

Phe Thr
75

Phe Cys

Lys Leu

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Gln Gln Pro

Val Pro Thr

Azn Ile His
80

Gln Ser Arg
95

Ile Lys
110

<223> Secuencia de Acm de la cadena ligera variable caninizada, de Mus musculus y Canis

<400> 25

Glu Ile Val
1

Glu Lys Val

Gly Thr Gly
35

Lys Leu Len
50

Arg Phe Ser

Ser Leu Glu

Glu Tyr Pro

<210> 26

<211>121

<212> PRT

<213> Mus musculus

Met Thr

Thr Ile
20

Leu Met

Ile Tyr

Gly Ser

Pr¢o Glu

85

Trp Thr
100

Gln

Thr

Hisg

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

45

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Val

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Len

Asp

Tyr

90

Thr

Len Ser

Gln Ser

Lys Pro

Glu Ala
60

Phe Ser
75

Tyr Cys

Lys Leun

Len

Val

Gly

45

Gly

Phe

Gln

Glu

Ser Gln Glu
15

Ser Phe Ala
30

Gln Ala Pro

Val Pro Ser

Thr Ile Ser
80

Gln Ser Arg
95

Ile Lys
110
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<400> 26

Gln
1

Ser

Asp

Gly

Lys
65

Met

Ala

Gln

<210> 27
<211> 121
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Val

Val

Ile

Trp

30

Gly

Gln

Arg

Gly

Gln

Lys

Aszsn

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Thr
115

Leu

Leu
20

Trp

Phe

Ala

Ser

Gly

100

Ser

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Thr

Val
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Gln

Cys

Arg

Gly

Leu

70

Leu

Ser

Thr

Ser

Lys

Gln

Asp

35

Thr

Thr

Val

Val

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Thr

Ser

Ile

Ser
120

Ala

Ser

25

Fro

Gly

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Glu

10

Gly

Glu

Thr

Lys

Asp

80

Asp

Leu

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Ser

Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Met

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Asp

Pro

Lys

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Tyr

Trp

Thr

Ala

Phe
95

Trp

<223> Secuencia de Acm de la cadena pesada variable caninizada, de Mus musculus y Canis

<400> 27

46

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

g0

Cys

Gly



Glu Val Gln

Ser Val Lys

Asp Ile Asn
35

Gly Trp Ile
50

Lys Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Gln Gly Thr
115

<210> 28
<211>118

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 28

Leu

Val

20

Trp

Phe

Vval

Ser

Gly
100

Leu

vVal

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Thr

Val

ES 2 638 340 T3

Gln

Cys

Arg

Leu

70

Leu

Ser

Thr

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Val

Val

Gly

Thr

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Ile

Ser
120

47

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Gly

Arg
105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
%0

Asp

Val

Tyr

Ala

Lys

Ser

75

Tle

Ala

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Met

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Asp

Pro

Lys

30

Asp

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Tyr

Trp

Thr

Ala

Tyr
25

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



10

Glu

Ser

Asp

Ala

Lys
65

Leu

Ala

Leu

<210> 29
<211> 118
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Val

Leu

Met

Thr

30

Gly

Gln

Val

Lys

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gln

Thr
115

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Ser

Asn

100

Val

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Trp

Ser

ES 2 638 340 T3

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Val

Ala

Ser

Ala

Gln

Gly

35

Ser

Arg

Val

Gly

Ala

Ile

40

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Arg Asp

Ser

Gly

Glu

Leu
105

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

80

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Tyr

Val

Ala

Arg

Ser

60

Arg

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

85

Gly

<223> Secuencia de Acm de la cadena pesada variable caninizada, de Mus musculus y Canis

<400> 29

48

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

g0

Cys

Thr



10

Glu

Ser

Asp

Ala

Lys
65

Leu

Ala

Leu

<210> 30
<211> 118
<212> PRT

Val

Leu

Met

Thr

30

Gly

Gln

Arg

Val

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gln

Thr
115

<213> Mus musculus

<400> 30

Glu
1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Aszsn

Asn

100

Val

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Ser

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Trp

Ser

val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser
85

ES 2 638 340 T3

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Val

Ser

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Val

Gln

Gly

Ser

Arg

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Gly

Ala

Thr

40

Ser

Arg

Ser

49

Gly

Ser

25

Fro

Tyr

Asp

Glu

Leu
105

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Asp

Gly

Gly

Thr

Aszn

Asp

80

Ala

Asp

10

Gly

Asp

Thr

Asn

Asp
90

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Val

Thr

Gly

Ser

60

Arg

Ala

Trp

val

Ser

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Pro

Ser

30

Gln

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

15

Asn

Trp

Asn

Leu

Tyr
95

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

g0

Cys

Thr

Gly

Tyr

val

Ile

Tyr

80

Cys



10

15

20

ES 2 638 340 T3

Val Arg Gly Tyr Gly Tyr Asp Thr Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

100

Ser Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 31
<211> 118
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

105

110

<223> Secuencia de Acm de la cadena pesada variable caninizada, de Mus musculus y Canis

<400> 31

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val
20

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln
35

Ala Thr Ile Ser Tyr Gly Gly
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
85

Val Arg Gly Tyr Gly Tyr Asp
100

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 32

<211> 159

<212> PRT

<213> Canis familiaris

<400> 32

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Met
105

Asp Leu

Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyr

Asn Ala

75

Asp Thr
90

Asp Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Gly

Pro

Ser

30

Gln

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

Asn

Trp

Asn

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Ile

Tyr

80

Cys

Thr

Met Leu Ser His Thr Gly Pro Ser Arg Phe Ala Leu Phe lLeu Leu Cys

1 5

50

10

15



10

Ser

Pro

Arg

Ser

65

Leu

Leu

Thr

Met

Pro

Gly

Asn

Leu

Ser

Lys

Phe

Glu Thr

20

Ser
35

Asp

Leu Leu

Arg Thr

Asn Ser

Asp Lys

100

Phe
115

Gln

Glu Cys

130

Ala
145

<210> 33
<211> 477
<212> ADN

Cys

Leu Glu

<213> Canis familiaris

<400> 33

atgctectece
ttgctgtect
atcttggaat
ggggtgccag
cgccteaaca
aacattattg
acagaaattt

cagcagttct

<210> 34
<211> 333

acacaggacc
ccecatatgge
tacagccctt
aatccaacceg
gctcagecat
ataaaatcat
ctgtgectge

cggegtgect

ES 2 638 340 T3

Leu Leu Ser

Val Arg Lys

Glu Asp Tyr

53

Leu Leu

70

Leu

Ser Ala Ile

85

Asn Ile Ile

His Glu Pro

Phe
135

Lys Ser

Val
150

Ser Phe

atccaggttt
acccacccat
gtcgagggga
taccttgetg
cttgecottat
agaacagett
agatactttt

ggaaagtgtyg

His Met

25

Ser

Ile
a0

Ile

Gln Lys Lys

Cys Leu

Leu Pro

80

Asp Lys

105

Glu
120

Thr

Ile Leu

Lys Ser

gocctgttec
cagctaccac
cttttggaag
ctgtgtectea
ttcagggcaa
gacaaactca
gaatgtaaaa

tttaagtcac

51

Leu

Thr

Tyr

Ile

Glu

Thr

Leu

Ala Pro

Glu Leu

Thr

Gln

His Gln

30

Pro Leu

45

Thr
60

Glu

Ser
75

Asp
Phe Arg
Ile

Glu

Ile Ser

Gly

Ser

Ala

Gln

Val

Val Pro

Gln Pro
Ile

Arg

Leu
1190

Asp

Pro Ala

125

Ile Leu

140

Asn Ser

155

tgctctgete
caagtgatgt
actatcagaa
cocteotgatte
tcagaccatt
aatttcaaca
gcttecatett

taaactctgg

Gln

Gly

Gln Phe

Pro Gln

tatggaaace
acgaadaatc
gaaagagaca
ccaaccaccea
atcagataag
tgaaccagaa
gacgatttta

acctcag

Leu

Ser

Glu

Pro

80

Pro

Lys

Asp

Ser

60

120

180

240

300

360

420

477



10

15

20

25

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 34

gacattgtge

atctcetgea
cagcagaaac
gggatccctg
cctgtggaga
acgtteggtg
<210> 35

<211> 363
<212> ADN

tgacccaate
gagccagcga
caggacagcc
ccaggttcag
ctgatgatgt

ctgggaccaa

<213> Mus musculus

<400> 35

caggttcagc
tectgeaagyg
cctgaacagg
aatgagacgt
atgcagctca

acttcggtga

tca

<210> 36
<211> 339
<212> ADN

tgcagcagtc
cttctggeta
gacttgagtg
tcaagggcaa
gcaggctgac

taagggatgc

<213> Mus musculus

<400> 36
gacattgtga
atgagctgea

tggtacecage

gaatctgggg

atcagcagtg

ccgtacacgt

<210> 37
<211> 354
<212> ADN

tgtecacagte
agtcocagtcea
agaaaccatg
tccctgatceg
tgcaggctga

tcggaggggy

ES 2 638 340 T3

tccagettcet
aagtgttgat
acccaaactc
tggcagtggg
tgcaacctat

getggagetyg

tggagctgaa
caccttcaaa
gattggatgg
ggccacactg
atctgaggac

tatggactac

tecatcectee
gagtetgtta
geagectect
cttcacaggc
agacctggca

gaccaagctg

ttggctgtgt
aattatggca
ctcatctate
tctaggacag
tactgtcage

adaa

ctggtaaagc
tactatgata
atttttectg
actacagaca
tctgectgtct

tggggtcaag

ctgagtgtgt
aacagtggaa
aaactgctga
agtggatctg
gtttattact

gaaataaaa

52

ctctagggca
ttagttttat
gtgcatccaa
acttcaccct

aaagtaataa

ctggggcttce
taaactgggt
gagatggtgg
aatectecag
atttctgtgc

gaacctcagt

cagcaggaga
atcaaaagaa
tetacgggge

gaacagattt

gtcagaatga

gagggccaca

gcactggtac
cctagaatct
caccattaat

ggatccgetc

agtgaagttg
gaggcagagg
tactaagtac
cacagcectac
aagagggggyg

caccgtctcc

taaggtcact
ctacttggee
atcecactagg
cactctcacc

ttatagttat

60

120

180

240

300

333

60

120

180

240

300

360

363

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

<213> Mus musculus

<400> 37

gaagtgaagce

tectgtgeag
ccggaaaaga
gcagacagtg
ctgcaaatga

tgggtcgtgy

tggtggagtc

cctetggatt
ggctggagty
tgaagggeeyg
gcagtctgag

ggttagctta

<210> 38

<211> 333

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 38

gacattttge
atctcctgea
caacagaaac
ggggttecta
cctgtggagy

acgtteggtyg

tgacccaatc
aggccagcca
caggacagca
ccaggtttag
aggaggatge

gaggcaccaa

<210> 39

<211> 353

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 39

gaggtgcagt
tectgtgeag
ccagacaaga
ccagacaata

ctgcaaatga

ggttacgata

tggtggagte
cetotggatt
ggcetggagty
taaaggggceyg
gcagtctgaa

ctatggacta

<210> 40

<211> 331

<212> PRT

<213> Canis familiaris

<400> 40

ES 2 638 340 T3

tgggggaggce

cgctttecage
ggtcegcaace
attcaccatce
gtctgaggac

ttggggccaa

tocecagettet
aagtgtcagt
acccaaactc
tggcagtggy
tgcaacctat

gotggaaate

tgggggagac
ctettteagt
ggtegeaace
attcaccatc
gtctgaggac

ctggggtcaa

ttagtgaagc

agctatgaca
attactagtg
tocagagaca
acggccgtgt

gggactctgg

ttggctgtgt
tttgctggta
ctcatctatc
tetaggacag
ttetgteage

aaa

ttagtgaage
aactatggca
attagttatg
tccagagaca
acagccatgt

ggaacctcag

53

ctggagggte

tgtettgggt
gtggtggtta
atgeccaggaa
attattgtgc

tcactgtctc

ctctagggca
ctggtttaat
gtgcatccaa
acttecacect

aaagcaggga

ctggagggte
tgtettgggt
gtggtagtta

atgccaagaa

attactgtgt

tcaccgtcte

cctgaaacte

tcgeoecagatt
cacctactcet
caccctgtac
aagacaaaac

tgca

gagggccatc

gcactggtac

cctagaagct
caatatcecat

atatcegtgy

c¢otgaaacte
tegecagact
cacdctactat
caccctgtac
aagggggtat

gag

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

333

60

120

180

240

300

353



ES 2 638 340 T3

Ala Ser Thr Thr Ala Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Cys Gly
1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Ser Thr Val Ala Leu Ala Cys Leu Val Ser Gly Tyr
20 25 30

54



Phe

Gly

Leu

65

Phe

Pro

Pro

Lys

Leu

145

Asp

Phe

Asp

Leu

His

225

Ser

Pro

Arg

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Glu

Asp

130

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

210

Lys

Ser

Asp

Lys

Glu

35

His

Ser

Cys

Phe

Pro

115

Ile

Leu

Lys

Gly

Leu

195

Ser

Pro

Asp

Ile

His

Pro

Thr

Asn

Asn

100

Leu

Leu

Gly

Glu

Thr

180

Thr

Pro

Ser

Thr

Asp

260

Arg

Vval

Phe

vVal

val

85

Glu

Gly

Arg

Arg

Val

165

Tyr

Gly

Ile

Val

Val

245

Val

Met

ES 2 638 340 T3

Thr

Pro

Thr

70

vVal

Cys

Gly

Ile

Glu

150

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

230

Ser

Glu

Thr

Val

Ser

55

Val

His

Arg

Pro

Thr

135

Asp

Thr

Val

Glu

Arg

215

Val

Ile

Trp

Pro

Ser

40

val

Pro

Pro

Cys

Ser

120

Arg

Pro

Ala

Val

Phe

200

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro

55

Trp

Leun

Ser

Ala

Thr

105

val

Thr

Glu

Lys

Ser

185

Lys

Ile

Pro

Cys

Ser

2653

Gln

AsSn

Gln

Ser

Ser

90

Asp

Leu

Pro

Val

Thr

170

Val

Cys

Ser

Pro

Leu

250

Asn

Leu

Ser

Ser

Arg

AsSn

Thr

Ile

Glu

Gln

155

Gln

Leu

Arg

Lys

Ser

235

Ile

Gly

Asp

Gly

Ser
60

Trp

Thr

Pro

Phe

val

140

Ile

Ser

Pro

Val

Ala

220

Pro

Lys

Gln

Glu

Ser

45

Gly

Pro

Lys

Pro

Pro

125

Thr

Ser

Arg

Ile

Asn

205

Arg

Lys

Asp

Gln

Asp

Leun

Leun

Ser

val

Cys

110

Pro

Cys

Trp

Glu

Glu

1590

His

Gly

Glu

Phe

Glu

270

Gly

Thr

His

Glu

Asp

95

Pro

Lys

Val

Phe

Gln

175

His

Ile

Arg

Leu

Tyr

255

Pro

Ser

Ser

Ser

Thr

g0

Lys

Val

Pro

Val

Val

160

Gln

Gln

Asp

Ala

Ser

240

Pra

Glu

Tyr



ES 2 638 340 T3

275 280 285

Phe Leu Tyr
230

Ser Lys Leu Ser Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
2385 300

Asp Pro Phe Thr Cys Ala Val Met His Glu Thr Leu Gln Asn His Tyr

10

15

305 310 315 320
Thr Asp Leu Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 41

<211>993

<212> ADN

<213> Canis familiaris

<400> 41
gecteocaceca cggegeccte ggttttecea ctggececca getgegggte cacttecgge 60
tecacggtgg cectggectyg cctggtgtea ggetacttee cegageetgt aactgtgtec 120
tggaactccg getcecttgac cageggtgbtg cacaccttec cgtecgtcct gocagtcctca 180
gggcttcact ccctcageag catggtgaca gtgceccctcca gcaggtggoe cagcgagacc 240
ttcacctgeca acgtggtcca cccagccagce aacactaaag tagacaagcecc agtgttcaat 300
gaatgeagat geactgatac accceocatge ccagteectyg aacctotgygy agggectteg 360
gteeteatet tteccccgaa acccaaggac atectcagga ttacecgaac accegaggte 420
acctgtgtgg tgttagatet gggecgtgag gacectgagyg tgecagatcag ctggttegtg 480
gatggtaagg aggtgcacac agccaagacc caghtctcgtg agcagcagtt caacggcacc 540
taccgtgtgg tcagegtcect ccccattgag caccaggact ggctcacagg gaaggagttc 600
aagtgcagag tcaaccacat agacctcccg tctcccatcg agaggaccat ctctaaggec 660
agagggaggg cocataagec cagtgtgtat gtectgeege catcecccaaa ggagttgtea 720
tecagtgaca cagtcageat cacctgectg ataaaagact tetacccace tgacattgat 780
gtggagtgge agageaatgg acageaggag ccocgagagga ageaccgceat gaccecegece 840
cagctggacg aggacgggtc ctacttcctg tacagcaage tctcectgtgga caagagccge 800
tggcageagg gagacccctt cacatgtgeg gtgatgcatg aaactctaca gaaccactac 860
acagatctat ccctcteccca ttectecocgggt aaa 893

<210> 42

<211> 335

<212> PRT

<213> Canis familiaris

<400> 42

56



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Phe

Pro

Pro

Phe

vVal

145

Ile

Pro

Pro

vVal

Ala
225

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Lys

Pro

130

Thr

Ser

Arg

Ile

Asn

210

Arg

Glu

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Pro

Cys

115

Pro

Cys

Trp

Glu

Gly

195

Asn

Gly

Glu

Thr

Gly

20

Pro

Thr

Met

Asn

Lys

100

Pro

Lys

val

Phe

Glu

180

His

Lys

Gln

Leu

Ala

Ser

Vval

Phe

val

Val

85

Arg

Ala

Pro

Val

val

165

Gln

Gln

Ala

Ala

Ser
245

ES 2 638 340 T3

Pro

Thr

Thr

Fro

Thr

70

Ala

Glu

Pro

Lys

val

150

Asp

Phe

Asp

Leu

His

230

Lys

Ser

val

Val

Ser

55

val

His

Asn

Glu

Asp

135

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

215

Gln

Asn

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Pro

Gly

Met

120

Thr

Leu

Lys

Gly

Leu

200

Ser

Pro

Thr

57

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Ala

Arg

105

Leu

Leu

Asp

Gln

Thr

185

Lys

Pro

Ser

Val

Pro

10

Ala

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Val

Gly

Leu

Pro

Met

170

Tyr

Gly

Ile

vVal

Ser
250

Leu

Cys

Sar

Ser

Arg

75

Lys

Pro

Gly

Ile

Glu

155

Gln

Arg

Lys

Glu

Tyr

235

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Trp

Thr

Arg

Pro

Ala

140

Asp

Thr

val

Gln

Arg

220

val

Thr

Pro

Val

Ser

435

Gly

Pro

Lys

Pro

Ser

125

aArg

Pro

Ala

val

Phe

205

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

30

Leu

Leu

Ser

val

Pro

110

val

Thr

Glu

Lys

Ser

130

Thr

Ile

Pro

Leu

Cys

15

Gly

Thr

Tyr

Glu

Asp

95

Asp

Phe

Prog

val

Thr

175

Val

Cys

Ser

Proc

Ile
255

Gly

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Ile

Glu

Gln

160

Gln

Leu

Lys

Lys

Ser

240

Lys
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Asp

Gln

Asp

Phe

Glu

Gly

Phe Pro

260

Pro Glu

275

Ser Tyr

290

Trp
305

Gln

Arg Gly

Pro

Ser

Phe

Asp

ES 2 638 340 T3

Asp Ile

Lys Tyr

Leu Tyr

295

Thr
310

Phe

val
265

Asp Glu

Arg Thr Thr

280

Ser Lys Leu

Ile Cys Ala

Thr
325

Gln Glu Ser

330

Hig Asn His Tyr Ser Leu

<210> 43

<211> 1005

<212> ADN

<213> Canis familiaris

<400> 43

gcecteaacaa
agcacagtgg
tggaacagcg
ggcctgtact
ttcacctgca
agggagaatg
ctgggaggac
agaactcceg
atctcctggt
cagtttaacg
aagggcaaac
actatttcaa
cgggaggaac
cctgacattg
accacaccac
gacaaatcta

cacaatcatt

ctgetectag
coectggettyg
gctctctgac
ccctgtcaag
acgtggccca
gaagggtgee
caagegtgtt
aggtgacctg
tcgtggatgy
gaacctatag
agtttacatg
aagctagggyg
tgtetaagaa
atgtggagtyg
cccagctgga
ggtggcageyg

acacacaaga

cgtgttteoce
tetggtgtet
ctcoggggty

catggtgact

toececgcecage
aagaccaccet
catctttcca
cgtggtggty
gaagcagatg
agtggtgtct
caaggtgaac
acaggctcat
cacagtgagt
gcagageaat
cgaagatgge
cggggatace

aagtctgtca

ctggecccta
ggatatttee
cacacatttc
gtgccttect
aagaccaaag
gattgeccta
cccaagacca
gacetggate
cagacagcca
gtgctgccaa
aacaaggccc
cagecttecg
ctgacttgte
gggcagcagg
tcctatttee
tttatctgeyg

catagccccg

58

Trp Gln

Pro Pro

Ser

Gln

Asn
270

Gly Gln

Leu Asp Glu

285

Val
300

Ser

val
315

Met

His Ser

getgeggaag
ctgagecagt
catctgtget
ctaggtggce
tggacaagcc
agtgtecage
aagacacact
cagaggaced
aaactcagcc
ttggacacca
tgcctagtce
tgtatgtget
tgatcaaaga
agccagaate
tgtacagtaa
cocgtgatgeca

gcaag

Asp

His

Lys Ser Arg

Glu Ala Leu

320

Pro

Gly Lys

335

taceteagge
gaccgtgagt
gcagtctagt
atcagaaact
cgtgcctaaa
tocagaaatg
gotgattget
cgaagtgecag
tcgggaggaa
ggactggctyg
aatcgagagg
gectecatee
tttetttece
caagtacaga
gctgtcagty

cgaggctctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1005



ES 2 638 340 T3

<210> 44

<211> 106

<212> PRT

<213> Canis familiaris

<400> 44

Arg Asn Asp Ala Gln Pro Ala Val Tyr Leu Phe Gln Pro Ser Pro Asp
1 5 10 15

Gln Leu His Thr Gly Ser Ala Ser Val val Cys Leu Leu Asn Ser Phe
20 25 30

Tyr Prc Lys Asp Ile Asn Val Lys Trp Lys Val Asp Gly Val Ile Gln
35 40 45

Asp Thr Gly Ile Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Lys Asp Ser Thr
50 55 60

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Met Ser Ser Thr Glu Tyr Leu Ser
65 70 75 80

His Glu Leu Tyr Ser Cys Glu Ile Thr His Lys Ser Leu Pro Ser Thr
85 80 95

Leu Tle Lys Ser Phe Gln Arg Ser Glu Cys
100 105

<210> 45

<211> 318

<212> ADN

<213> Canis familiaris

<400> 45
aggaacgacg cccagcctge tgtgtatctg tttcagccct cccctgatca getgcacact 60
ggctetgeta gtgtggtgtg tetgetgaac agettcotace caaaggatat caatgtgaag 120
tggaaagtgy acggegtgat ccaggatact gggattcecagyg agtecgtgac cgaacaggac 180
aaagattcaa catatagecect gageteocact ctgaccatgt ctagtacega gtacctgage 240
cacgaactgt attcctgcocga gatcactcat aagtccctge cctctaccet gatcaagage 300

ttccagagat cagagtgt 318

<210> 46
<211> 339
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de Acm de la cadena ligera variable caninizada, de
Mus musculus y Canis

59



10

15

20

25

30

<400> 46
gagatcgtga
atcacatgca
tggtatcage
gagagcggcyg
atcagcagcc

ccctacacct

<210> 47
<211> 354
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de Acm de la cadena pesada variable caninizada,

tgacccagag
agagcagcca
agaagceogyg
tgccaagcag
tggaacccga

tcoggecaggy

de Mus musculus y Canis

<400> 47

gaggtgecage
agctgtgtgg
cctggecaagg
gocgacageyg
ctgcagatga

tgggtegtgg

<210> 48
<211> 333
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de Acm de la cadena ligera variable caninizada, de

tggtggaate
ccagcggett
gactgcagtg
tgaagggccg
acagectgeg

gectggecta

Mus musculus y Canis

<400> 48

gagatcgtga
atcacatgca
cagcagaagc
ggcgtgccaa
agectcegaac

acctteggec

tgacccagag
aggccagcca
ccggecagge
gcagattcag
cegaggacgt

agggtaccaa

ES 2 638 340 T3

cccegecage
gagectgetg
ccaggoeoed
attttcegge

ggacgtggec

taccaagctyg

tggeggegac
caccttcagce
ggtggccace
gttcaccatc
gagegaggac

ctggggccag

ccecgeocage
gagcgtgtcc
ccccaagetg
cggcagcgygc
ggccegtgtac

goetggagate

ctgagcctga
aacagcggca
aagctgetga
ageggctocog
gtgtactact

gagatcaag

ctggtcaage
agctacgaca
atcaccagcg
agccgggaca

accgecegtgt

ggaacacteqg

ctgagectga
ttecgecggea
ctgatctacc
tcocggcaccy
tactgecage

aaq

60

gccaggaaga
accagaagaa
totacggege
gcaccgactt

gccagaacga

ctggeggeag
tgagctgggt
gcggaggcta
acgocoggaa
actactgege

tgacegtete

gccaggaaga
caggcctgat
gggccagcaa

acttcagctt

agagcagaga

gaaagtcacc
ctacctggcece
cagcaccege
cagcttcacc

ctacagctac

cetgagactyg
ccgacaggec
cacctacagc
caccctgtac
cagacagaac

gage

gaaagtcace
gcactggtat
cctggaagcc
caccatcagc

gtaccecetgg

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

333
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15

20

25

30

35

<210> 49
<211> 354
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de Acm de la cadena pesada variable caninizada,

de Mus musculus y Canis

<400> 49

gaggtgcagc
agctgtgtgg
cctggcaagg
ceccegacaaca
ctgeagatga

ggctacgaca

<210> 50
<211> 333
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de Acm de la cadena ligera variable caninizada, de

tggtggaatc
ccagcggett
gactgcagtg
tcaagggeeyg
acagectgeyg

caatggacta

Mus musculus y Canis

<400> 50

gatatagtga
atttecctgte
cagcagaaac
ggtgtgcecy
agagttgaag

acattceggeg

<210> 51
<211> 363
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de Acm de la cadena pesada variable caninizada,

tgacacaaac
gggcctcaga
ccggccagcc
atcgatttag
cggatgatge

cgggtaccaa

de Mus musculus y Canis

<400> 51

ES 2 638 340 T3

tggcggegac
caccttcage
ggtggccacce
gttecaccate
ggcecgaggac

ctggggocag

tcctctcagt
gtctgtggac
ccctaaacte
cggttecggy
aggagtatat

goetggagate

ctggtcaagc
aactacggca
atcagctacg
agecgggaca
acegecatgt

ggcacceteg

ctttcegtat
aactacggga
cttatttaca
agcggcacag
tactgecage

aag

61

ctggeggeag
tgagctgggt
gcggecagceta
acgccaagaa
actactgegt

tgaccgtete

caccgggaga

tatcecttcat
gggccagtaa
atttcacecct

aatccaataa

cctgagactg
ccgacaggec
cacctactac

cacccetgtac

geggggetac

gagce

accggctteco
gcactggtat
tctggaaage
gogaatctct

ggatccoectt

60

120

180

240

300

354

60

129

180

249

300

333
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gaggtgcagc tggtgcagtc tggcgeccgaa gtgaagaaac ctggcgccag cgtgaaggtg 60
tcctgcaaga ccagcggeta caccttcaag tactacgaca tcaactgggt ccgacaggcce 1290
cctggegecg gactggattg gatgggotgg atcettcecceg geogacggegg caccaagtac 180
aacgagacat tcaagggcag agtgaccctg accgocgaca ccagcaccag caccgectac 240
atggaactga gcagcectgag agecggegat ategetgtgt actactgege cagaggegge 300
accagegtga teocgggacge tatggactac tggggecagg geaccctegt gacegteteg 360

agc 383

<210> 52

<211> 333

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de Acm de la cadena ligera variable caninizada, de
Mus musculus y Canis

15

20

25

<400> 52
gacattgtta tgactcagac gcccctgagce ctgagocgtct cccccocggcga goccgctagt 60
attagttgcc gggcatccga gtcagtggac aattatggeca tcagcectttat gcattggttt 120
cagcagaaac caggtcagte cectcaacte ctgatttaca gagettecaa totggaatea 130
ggegttectg acagatttag cggatcagge tecgggacag atttcacect gogeatceagt 240
cgeghggaag ccegatgacge aggegtcetat tattgtceaac agtecaacaa ggatceccoctt 300
acattcggag ccggtaccaa gctggagatc aag 333

<210> 53

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de Acm de la cadena ligera variable caninizada, de Mus musculus y Canis

<400> 53

62



ES 2 638 340 T3

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr
20 25 30
Gly Ile Ser Phe Met His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro
35 40 45
Gln Arg Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Arg Ile Ser
65 70 75 8Q
Arg Val Glu Ala Asp Asp Ala Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90 95
Lys Asp Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 54
<211> 333
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de Acm de la cadena ligera variable caninizada, de
Mus musculus y Canis

15

20

25

<400> 54
gacatcgtga tgaccecagac ccccctgage ctgagegtgt occoctggega goctgecage 60
atcagetgea gagecageoga gagoeghtggac aactacggea teagetteat geactggtte 120
cagcagaagc doggocagag cdcdcagegy ctgatetaca gagecagcaa cotggaaage 180
ggcegtgcoceg atcggtttag cggectectgge agoggcaccg acttcaccct geggatctct 240
cgggtggaag ccgatgacgce cggagtgtac tactgccagce agagcaacaa ggaccccctg 300
acctttggeg ccggtaccaa goctggagatc aag 333

<210> 55

<211> 148

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Proteina IL-31 de canino de longitud completa codificada por la secuencia de nucledtidos con codones

optimizados

<400> 55

63



10

Met

Pro

Leu

Thr

Asp
65

Glu

Ser

Leu

Ser
145

<210> 56
<211> 444
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos con codones optimizados que codifica la proteina IL-31 de canino de longitud

completa

<400> 56

Arg

Thr

Gln

Gly

50

Ser

Ala

Gln

Val

Gln

130

Gly

Gly

His

Pro

35

Val

Gln

Ile

Leu

Pro
115

Gln

Pro

Ser

Gln

20

Leu

Pro

Pro

Arg

Asp
100

Ala

Phe

Gln

His

Leu

Ser

Glu

Pro

Pro

85

Lys

Asp

Ser

ES 2 638 340 T3

His

Pro

Arg

Ser

Arg

70

Leu

Leu

Thr

Ala

His

Pro

Gly

Aszsn

53

Leu

Ser

Lys

Phe

Cys
135

His

Ser

Leu

40

Arg

Aszsn

Asp

Phe

Glu
120

Leu

64

His

Asp

25

Leu

Thr

Ser

Lys

Gln

105

Cys

Glu

His

10

Val

Glu

Leu

Ser

Asn

80

His

Lys

Ser

Gly

Arg

Asp

Leu

Ala

75

Ile

Glu

Ser

Val

Ser

Lys

Tyr

Leu

60

Ile

Ile

Fro

Phe

Phe
140

Ser His

Ile Ile
30

Gln Llys
45

Cys Leu

Leu Pro

Asp Lys

Glu Thr
110

Tle Leu
125

lys Ser

Met

15

Leu

Lys

Thr

Tyr

Ile
85

Glu

Thr

Leu

Ala

Glu

Glu

Ser

Phe

80

Ile

Ile

Ile

Asn
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atgagaggat
ttaccaccct
ctcgaagatt
tgeccttacct
cgtgeccatte
aaattaaaat
tgecaaatect
aaatctetea
<210> 57
<211> 151
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos que corresponde a la proteina IL-31 de canino con truncamiento N-terminal (-

20N)

<400> 57

cccatcacca
ccgatgtceg
accaaaaaaa
ccgattcecca
gccctettte
tccaacacga
ttatecctceac

atteceggtec

ES 2 638 340 T3

tcaccaccac
taaaattatt
agaaacaggo
accacctecgt
tgataaaaat
acccgaaacc
tattttacaa

acag

ggctcatcte
ctcgaattac
gtceccagaaa
cttaactcat
attattgaca
gaaatctccg

caattcteeg

atatggctcc
aacctttatc
gcaaccgtac
cagccattct
aaattattga
tacctgccga

catgtetega

tactcaccaa
ccegeggtetg
attactcett
cccttattte
acaactcgac
tacctttgaa

atcegtette

Met Leu Glu Leu Gln Pro Leu Ser Arg Gly Leu Leu Glu Asp Tyr Gln
1 5 10 15

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

Leu Thr Ser Asp Ser Gln Pro Pro Arg Leu Asn Ser Ser Ala Ile leu
35 40 45

65

60

120

180

240

300

360

420

444
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15

20

Pro

Lys
65

Thr

Leu

Ser

Gly

Gly
145

<210> 58
<211> 456
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Tyr

50

Ile

Glu

Thr

Leu

Lys

130

Hisg

Phe

Ile

Ile

Ile

Asn

115

Pro

Hisg

Arg

Glu

Ser

Leu

100

Ser

Ile

Hisg

Ala

Gln

Val

85

Gln

Gly

Pro

Hisg

ES 2 638 340 T3

Ile

Leu

Pro

Gln

Pro

Asn

His
150

Arg Pro

55

Asp Lys

Ala Asp

Phe Ser

Gln Lys

Pro Len

135

Hisg

Leu Ser

Leu Lys

Thr Phe

80

Ala
105

Cys

Gly Glu

120

Leun Gly

Asp Lys

60

Phe
75

Gln

Glu Cys

Leu Glu

Leu Asn

Len Asp

140

Asn

Hig

lys

Ser

Ser

125

Ser

Ile

Glu

Ser

Val

110

Lys

Thr

Ile

Pro

Phe

95

Phe

Leu

Arg

Asp

Glu

Ile

Lys

Glu

Thr

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la proteina IL-31 de canino con truncamiento N-terminal (-20N)

<400> 58

atgctegaat
ggcegteccag
cgtcttaact
aatattattg
accgaaatct
caacaattct
ggcgagctca

tetacgogta

tacaacettt
aaagcaaceg
catcagccat
acaaaattat
ccgtacctge
cegeatgtet
attegaaget

ceggtcatea

atcecgaggt
tacattacte
tctceccttat
tgaacaactc
cgataccttt
cgaatecegte
tgaaggtaag

tecaccatcac

<210> 59
<211> 131
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos que corresponde a la proteina IL-31 de canino con truncamiento N-terminal (-

40N)

ctgcetegaag
ctttgeetta
tteceogtgeca
gacaaattaa
gaatgcaaat
ttcaaatcte
cctateccta

cattga

66

attaccaaaa
cetocgatte
ttcgeocetet
aattccaaca
cctttatcct
tecaatteegg

acccteteoct

aaaagaaaca
ccaaccacct
ttctgataaa
cgaacccgaa
cactatttta
tecacagaag

cggtetegat

60

120

180

240

300

360

420

456



10

15

<400> 59

Met
1

Val

Ser Gln

Ala Ile

Gln Leu

50

val
65

Pro

Gln Gln

Gly Pro
Asn

Pro

His
130

His

Pro

Pro

Arg

35

Asp

Ala

Phe

Gln

Pro

115

His

Glu

Pro

20

Pro

Lys

Asp

Ser

Lys

100

Leu

Se

Ar

Le

Le

Th

Al

85

Gl

Le

<210> 60
<211> 393
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES26

r Asn Arg

g Leu Asn
u Ser

Asp

Phe
55

u Lys

r Phe Glu

70

a Cys Leu

Leu

¥y Glu

u Gly Leu

38340 T3

Thr Leu

10

Leu

Ser Ala

25

Ser

Lys Asn Ile

40

Gln His Glu

Cys Lys Ser

Glu Val

90

Ser

Ser
105

Asn Lys

Asp Ser Thr

120

Leu Cys Leu

Ile Leu Pro

Ile Asp Lys

45

Glu Thr

60

Pro

Phe
75

Ile Leu

Phe Lys Ser

Leu Glu Gly

Arg Thr Gly

125

Thr

Tyr

30

Ile

Glu

Thr

Leu

Lys

110

His

Ser

15

Phe

Ile

Ile

Ile

Asn

95

Pro

His

Asp

Arg

Glu

Ser

Leu

80

Ser

Ile

His

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la proteina IL-31 de canino con truncamiento N-terminal (-40N)

<400> 60

atggtcccag
cgtcttaact
aatattattg
accgaaatcet
caacaattet
ggcgagctca

tctacgegta

aaagcaaccg
catcagccat
acaaaattat
ccegtacctge
cegeatgtet
attcgaagct

ccggtcatca

tacattactc
tctcecttat
tgaacaactc
cgataccttt
cgaatcegte
tgaaggtaaqg

tcaccatcac

ctttgcctta
ttccgtgeca
gacaaattaa
gaatgcaaat
ttcaaatete
cctatcccta

cat

67

cctocgattce
ttcgcectct
aattccaaca
cctttateet
tcaattecgg

accctctect

ccaaccacct
ttctgataaa
cgaacccgaa
cactatttta
tecacagaag

cggtowcogat

60

120

180

240

300

360

393



10

15

20

25

<210> 61
<211> 111
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos que corresponde a la proteina IL-31 de canino con truncamiento N-terminal (-

B60N)

<400> 61

Met

Leu

Leu

Thr

Ala
65

Gly

Leu

<210> 62
<211> 333
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Leu

Ser

Lys

Phe

50

Cys

Glu

Gly

Asn

Asp

Phe

35

Glu

Leu

Leu

Leu

Ser

Lys

20

Gln

Cys

Glu

Asn

Asp
100

Ser

Asn

His

Lys

Ser

Ser

85

Ser

ES 2 638 340 T3

Ala

Ile

Glu

Ser

Val

70

Lys

Thr

Ile

Ile

Pro

Phe

55

Phe

Leu

Arg

Leu

Asp

Glu

40

Ile

Lys

Glu

Thr

Pro

Lys

25

Thr

Leu

Ser

Gly

Gly
105

Tyr

10

Ile

Glu

Thr

Leu

Lys

90

His

Phe Arg

Tle Glu

Ile Ser

Ile Leu

60

Asn Ser

75

Pro Ile

His His

Ala

Gln

Val

45

Gln

Gly

Pro

His

Ile

Leu

Pro

Gln

Pro

Asgsn

His
110

Arg

15

Asp

Ala

Phe

Gln

Pro

95

His

Pro

Lys

Asp

Ser

Lys

a0

Leu

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la proteina IL-31 de canino con truncamiento N-terminal (-60N)

<400> 62

atgcttaact
aatattattg
accgaaatct
caacaattct
ggcgagectca

tetacgogta

<210> 63

catcagecat teteccttat
acaaaattat tgaacaactce
cocgtacctge cgataccttt
cocgcatgtct cgaatccgtce
attcgaagct tgaaggtaag

cceggtcatea teaccatcac

tteocegtgeoca
gacaaattaa
gaatgcaaat
ttcaaatcte
cctatceccta

cat

68

ttegecctet
aattccaaca
cctttatcct
tcaattcegy

accctctect

ttetgataaa
cgaaccegaa
cactatttta

tccacagaag

cggtctcgat

60

120

180

240

300

333
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15

20
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<211> 136
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos que corresponde con la proteina IL-31 de canino con truncamiento C-terminal

en las posiciones 20-122

<400> 63

Met Leu Glu Leu Gln Pro Leu
1 5

Lys Lys Glu Thr Gly Val Pro
20

Leu Thr Ser Asp Ser Gln Pro
35

Pro Tyr Phe Arg Ala Ile Arg
50 55

Lys Ile Ile Glu Gln Leu Asp
65 70

Thr Glu Ile Ser Val Pro Ala
85

Leu Thr Ile Leu Gln Gln Phe
100

Glu Gly Lys Pro Ile Pro Asn
115

Thr Gly His His His His His
130 135
<210> 64
<211> 411
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la
posiciones 20-122

<400> 64

Ser

Glu

Pro

40

Pro

Lys

Asp

Ser

Pro

120

His

proteina IL-31 de canino con truncamiento C-terminal en las

69

Arg

Ser

25

Arg

Leu

Leu

Thr

Lys

105

Leu

Gly

10

Asn

Leu

Ser

Lys

Phe

90

Gly

Leu

Leu

Arg

Asn

Asp

Phe

75

Glu

Glu

Gly

Leu

Thr

Ser

Lys

60

Gln

Cys

Leu

Leu

Glu

Leu

Ser

45

Asn

His

Lys

Asn

Asp
125

Asp

Leu

30

Ala

Ile

Glu

Ser

Ser

110

Ser

Tyr

15

Leu

Ile

Ile

Pro

Phe
95

Lys

Thr

Gln

Cys

Leu

Asp

Glu

80

Ile

Leu

Arg
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atgctecgaat tacaaccttt atccecgeggt ctgectcgaag attaccaaaa aaaagaaaca 60
ggcgtcccag aaagcaaccg tacattacte ctttgectta cctcocecgattec ccaaccacct 120
cgtcttaact catcagcecat tectecettat ttecgtgeca ttegeecctet ttcoctgataaa 180
aatattattg acaaaattat tgaacaactc gacaaattaa aattccaaca cgaacccgaa 240
accgaaatcot cecgtacetge cgataccttt gaatgeaaat ceotttatceet cactatttta 300
caacaattcot ccaagggega getcaatteg aagettgaag gtaagectat cectaacect 360
ctecteoggte tegattctac geogtaceggt catcatcace atcaccattg a 411

<210> 65

<211> 114

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos que corresponde con la proteina IL-31 de canino con truncamiento C-terminal
en las posiciones 20-100

<400> 65

Met Leu Glu Leu Gln Pro Leu Ser Arg Gly Leu Leu Glu Gln

10

Asp Tyr

15

Thr
20

Glu Val Glu Thr Leu

30

Ser Asn Leu

25

Lys Lys Gly Fro Arg Cys

Leu Thr Gln Leu Ser Ala Ile Leu

45

Pro Asn Ser

40

Ser Ser Pro

35

Asp Arg

Pro Tyr Phe Ala Ile Pro Leu Ser Asn Ile Ile

50

Arg Arg

55

Asp Lys

60

Asp

Ile Ile Glu Gln Phe

15

Gln Glu Glu

80

Leu His Pro

70

Lys Leu

65

Asp Lys Lys

Thr Glu Glu

85

Glu Ile

95

Lys Gly Asn Ser Lys Leu Gly Lys Pro Pro

Thr
105

Thr His His His

110

Leu Leu Ser His

100

Asn Pro Gly Leu Asp Arg Gly

His His

<210> 66
<211> 345
<212> ADN
<213> Artificial

70
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<220>
<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la proteina IL-31 de canino con truncamiento C-terminal en las
posiciones 20-100

<400> 66
atgctegaat tacaaccttt atccecgeggt ctgectecgaag attaccaaaa aaaagaaaca 60
ggcgtcecoccag aaagcecaacceg tacattacte ctttgeetta cetecgatte ccaaccaccet 120
cgtettaact catcageccat tetcccettat ttecgtgeoca ttegeectet ttetgataaa 180
aatattattg acaaaattat tgaacaactc gacaaattaa aattccaaca cgaacccgaa 240
accgaaaagg gcgagctcaa ttcgaagctt gaaggtaagc ctatccctaa ccctcteocte 300
ggtetegatt ctacgegtac cggtcateat caccatecace attga 345

<210> 67

<211>94

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos que corresponde con la proteina IL-31 de canino con truncamiento C-terminal
en las posiciones 20-80

<400> 67
Met Leu Glu Leu Gln Pro Leu Ser Arg Gly Leu Leu Glu Asp Tyr Gln
1 5 10 15
Lys Lys Glu Thr Gly Val Pro Glu Ser Asn Arg Thr Leu Leu Leu Cys
20 25 30
Leu Thr Ser Asp Ser Gln Pro Pro Arg Leu Asn Ser Ser Ala Ile Leu
35 40 45
Pro Tyr Phe Arg Ala Ile Arg Pro Leu Ser Asp Lys Asn Ile Lys Gly
50 55 60
Glu Leu Asn Ser Lys Leu Glu Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu
65 70 75 g0
Gly Leu Asp Ser Thr Arg Thr Gly His His His His Hisg His
85 90
<210> 68
<211> 285
<212> ADN
<213> Artificial
<220

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la proteina IL-31 de canino con truncamiento C-terminal en las
posiciones 20-80

<400> 68

71
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15

atgctecgaat
ggcgtcccag

cgtcttaact

aatattaagg

ggtctcgatt

<210> 69

<211> 444
<212> ADN
<213> Felis catus

<400> 69

atgagaggat
ctgcagccga
ctgcaggatt
tgtttategt
cgegecatee
aaattgaagt
cgcaaaaact

cagtcactca

<210>70

<211> 148
<212> PRT
<213> Felis catus

<400> 70

tacaaccttt
aaagcaaccg

catcagccat

gcgagctcaa

ctacgcgtac

cccatcacca
gtgacattcg
atctgaagaa
ctgatageca
gtecgetgte
ttecagegega
ttattttagce

atagtgggcc

ES 2 638 340 T3

atcccgeggt
tacattactec

tcteccettat

ttcgaagett

cggtcatecat

tcaccaccac
taaaattatc
agagatcggg
gttaccacac
cgataaaaat
gectgaageg
ggtgttgcag

acaa

ctgctcgaag
ctttgecetta

ttcegtgeeca

gaaggtaagc

caccatcacc

ggctcatctc
ttggagctge
ctgcctgaaa
atcaatgget
accategaca
aaagtttega

cagttttctg

72

attaccaaaa
cctocecgatte

ttcgecectet

ctatccctaa

attga

atatggcccce
gcccgatgte
gcaaccatag
ctgegatttt
aaattatcga
tgccagemga

cctgtetgga

aaaagaaaca
ccaaccacct

ttctgataaa

ccctetecte

cgcacatcgce
caagggctta
tagcctgeeg
gecetacttt
acaactggat
taacttegaa

acacgtgctc

60

129

180

249

285

60

120

180

240

300

360

420

444



10

Met Arg Gly

Prc Ala His

Leu Arg Pro
35

Ile Gly Leu
50

Asp Ser Gln
65

Arg Ala Ile

Glu Gln Leu

Ser Met Pro
115

Leun Gln Gln Phe Ser Ala Cys

130

Ser Gly Pro
145

<210> 71
<211> 111
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Ser

Arg

20

Met

Pro

Leu

Arg

Asp
100

Ala Asp Asn Phe

Gln

His

Leu

Ser

Glu

Pro

Pro

85

Lys

ES 2 638 340 T3

His

Gln

Lys

Ser

His

70

Leu

Leu

His His

Pro Ser

Gly Leu

40

Asn His

55

Ile Asn

Ser Asp

Lys Phe

120

135

His

Asp

25

Leu

Ser

Gly

Lys

Gln
105

Glu Arg

Leu Glu

His

10

Ile

Gln

Ser

Ser

Asn

90

Arg

Gly

Arg

Asp

Leu

Ala

75

Thr

Glu

Ser

Lys

Tyr

Pro

60

Ile

Tle

Pro

Lys Asn Phe

Ser

Ile

Leu

45

Cys

Leu

Asp

Glu

His

Ile

30

Lys

Leu

Pro

Lys

Ala
110

Met

15

Leu

Lys

Ser

Tyr

Tle

85

Lys

Ala

Glu

Glu

Ser

Phe

a0

Tle

val

Ile Leu Ala Val

125

His Val Leu Gln Ser Leun Asn

140

<223> Secuencia de Acm de la cadena ligera variable felinizada, de Mus musculus y Felis catus

<400> 71

73



10

15

20

25

Glu

Asp

Gly

Lys

Arg
65

Ser

Glu

<210> 72
<211> 333
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de Acm de la cadena ligera variable felinizada, de

Ile

Arg

Thr

Leu

50

Phe

Leu

Tyr

Gln

Val

Gly

Leu

Ser

Glu

Pro

Met

Thr

20

Leu

Ile

Gly

Pro

Trp
100

Mus musculus y Felis catus

<400> 72

ES26

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys

Met His Trp

Tyr Arg Ala
55

Ser Gly Ser
70

Glu Asp Ala
85

Thr Phe Gly

38340 T3

Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Pro

10

Lys Ala Ser Gln Ser Val
25

15

Ser Phe
30

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val

40 45

Ser Asn Leu Glu Ala Gly
60

Gly Thr Asp Fhe Thr Leu
75

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln
90

Gln Gly Thr Lys Leu Glu
105

Val Pro

Thr Ile

Gln Ser
95

Ile Lys
110

Gly

Ala

Pro

Ser

Ser

80

Arg

gagattcaaa tgacccagag tcctageteca ctgagegeat cacceogggga cegegtgacce

atcacgtgca
cagcaaaaac
ggggtgccat
tcactegage

acetttggac

<210>73
<211>118
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de Acm de la cadena pesada variable felinizada, de Mus musculus y Felis catus

<400> 73

aggcatctca gtcegtgtca
cagggaaagt ccctaaactg
cteggttctc tggtagogge
ctgaagacge cgecacetac

agggtaccaa getggagatce

ttegetggaa ceggtcectgat
ctgatctatc gecgecctccaa
agcggaactg actttaccct
tactgtcaac agtccagaga

aaa

74

gcactggtat

tcttgaggcec

gacaatctcc

atacccatgg

60

129

180

249

300

333
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Asp Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Pro

10

Gly
15

Lys Gly

Thr Val Ala Phe Thr Ser Asn

30

Ser
25

Leu
20

Ser Leu Arg Cys Gly Tyr Tyr

Val Gln Ala

40

Gly Met Leu Gln Val

45

Ser Pro

35

Trp Arg Gly Lys Gly Trp

Thr
50

Ala Ile Ser Tyr Gly Gly Ser Thr Pro Asn Ile

55

Tyr Tyr Tyr

60

Asp

Phe Thr Ile

70

Ala
75

Lys Ser Asn Asn Thr Leu

65

Gly Arg Arg Asp Lys Tyr

a0

Gln Met Ser Leu Thr Glu Thr Ala Thr

85

Leu Asn Lys Asp

90

Tyr Tyr

25

Cys

val Thr Gln Thr

110

Met
105

Arg Gly Tyr

100

Gly Tyr Asp Asp Tyr Trp Gly Gly

Val Thr

115

Leu Val Ser Ser

<210> 74
<211> 354
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de Acm de la cadena pesada variable felinizada, de
Mus musculus y Felis catus

15

20

<400> 74
gacgtgcaac tggtcgaaag cggaggcgat cttgtgaage caggtgggag tcteccggetce 60
acatgcgtgg cctectggett tacctacagce aactacggga tgagttgggt tcgeccaggea 120
ccaggaaagg gcctgcaatg ggtggecact ataagectatg gtgggtcoceta tacctactac 180
cetgataata tcaaggggag attecactatt tcecgegaca atgetaagaa tactetetac 240
ctcecagatga atagectgaa gactgaggat acegetacet actattgegt gegeggetac 300
ggctacgata ccatggacta ctggggacag ggaacccttg tcactgtctc gage 354

<210> 75

<211> 335

<212> PRT

<213> Felis catus

<400> 75

75



Ala

Thr

Phe

Gly

Leu

65

Phe

Thr

Pro

Phe

val

145

Ile

Ser

Thr

Pro

vVal

50

Ser

Thr

val

Lys

Pro

130

Thr

Thr

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Arg

Cys

115

Pro

Cys

Trp

Thr

Gly

20

Pro

Thr

Met

Asn

Lys

100

Prao

Lys

Leu

Phe

Ala

Ala

Val

Phe

Val

Val

85

Thr

Pro

Pro

val

Val

ES 2 638 340 T3

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Ala

Asp

Pro

Lys

val

150

Asp

Ser

vVal

Val

Ala

55

Val

His

His

Glu

Asp

135

Asp

Asn

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Pro

Pro

Met

120

Thr

Leu

Thr

76

Phe

Leu
25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

105

Leu

Leu

Gly

Gln

Pro

10

Ala

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Gly

Gly

Ser

Pro

Val

Leu

Cys

Sear

Ala

Arg

75

Asn

Pro

Gly

Tle

Asp

155

Tyr

Ala

Leu

Gly

Ser
60

Trp

Thr

Lys

Pro

Ser

14Q

Asp

Thr

Pro

val

Ala

45

Gly

Leu

Lys

Pro

Ser

125

Arg

Ser

Ala

Ser

Leu

30

Leu

Leu

Ser

Val

Cys

119

Ile

Thr

Asp

Lys

Cys

15

Gly

Thr

Tyr

Asp

Asp

25

Asp

Phe

Pro

Val

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Ile

Glu

Gln

16Q

Ser



Pro

Pro

val

Ala

225

Gln

Ser

Pro

Asp

Trp

305

His

<210> 76
<211> 1005
<212> ADN

Arg

Ile

Asn

210

Lys

Glu

Phe

Glu

Gly

290

Gln

Ser

<213> Felis catus

<400> 76

Glu

Leu

195

Ser

Gly

Glu

His

Pro

275

Thr

Arg

His

Glu

180

His

Lys

Gln

Leu

Pro

260

Glu

Tyr

Gly

His

165

Gln

Gln

Ser

Pro

Ser

245

Pro

Asn

Phe

Asn

Thr
325

ES 2 638 340 T3

Phe

Asp

Leu

His

230

Arg

Asp

Asn

val

Thr

310

Gln

Asn

Trp

Pro

215

Glu

Asn

Ile

Tyr

Tyr

295

Tyr

Lys

Ser

Leu

200

Ser

Pro

Lys

Ala

Arg

280

Ser

Thr

Ser

77

Thr

185

Lys

Pro

Gln

val

val

265

Thr

Lys

Cys

Leu

170

Tyr

Ile

Val

Ser

250

Glu

Thr

Leu

Ser

Thr
330

Arg

Lys

Glu

Tyr

235

val

Trp

Pro

Ser

val

315

Gln

Val

Glu

Arg

220

Val

Thr

Glu

Pro

val

300

Ser

Ser

vVal

Phe

205

Thr

Leu

Cys

Ile

Gln

285

Asp

His

Pro

Ser

130

Lys

Ile

Pro

Leu

Thr

270

Leu

Arg

Glu

Gly

175

Val

Cys

Ser

Pro

Ile

255

Gly

Asp

Ser

Ala

Lys
335

Leu

Lys

Lys

Ala

240

Lys

Gln

Ser

His

Leu
320
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gccteoccacca cggecccate ggtgttccca ctggocccca gotgegggac cacatctgge 60
gccaccgtgg cecctggeoctg coctggtgtta ggoctactteoc ctgageocggt gaccgtgtcece 120
tggaactccg gocgecctgac cageggtgtg cacacctteoc cggeocgtoct gocaggectcg 180
gggctgtact ctcetecagcag catggtgaca gtgeoectcca geaggtgget cagtgacace 240
ttcacctgeca acgtggecca cecgcccage aacaccaagg tggacaagac cgtgegeaaa 300
acagaccacce caccgggacc caaaccctge gactgtceccca aatgeoecacce ccocctgagatg 360
cttggaggac cgtccatctt catcttcccocc ccaaaaccca aggacaccct ctogatttec 420
cggacgcccg aggtcacatg cttggtggtg gacttgggcc cagatgactc cgatgtccag 480
atcacatggt ttgtggataa cacccaggtg tacacagcca agacgagtcc gcocgtgaggag 540
cagttcaaca gcacctaccg tgtggtcagt gtcctcccca tcctacacca ggactggetce 600
aaggggaagqg agttcaagtg caaggtcaac ageaaatcec tecectceece catcgagagy 660
accateteca aggeocaaagg acageccceac gagecccagg tgtacgtect gectecageco 720
caggaggage tcagcaggaa caaagtcagt gtgaccetgece tgatcaaate cttceecacceg 780
cctgacattyg ccgtcocgagtg ggagatcacc ggacagccgg agccagagaa caactaccgg 8440
acgaccccoge cccagetgga cagcgacggg acctacttcg tgtacagcaa getcteggtg 200
gacaggtccc actggcagag gggaaacacc tacacctgct cggtgtcaca cgaagcetctg 960
cacagecace acacacagaa atcectcace cagtetecgg gtaaa 1005

<210> 77

<211> 110

<212> PRT

<213> Felis catus

<400> 77

78



10

Arg Ser

Glu Leu

Tyr Pro

Asn Lys
50

Thr Tyr
65

Ser His

Thr Leu

<210> 78

<211> 330
<212> ADN
<213> Felis catus

<400> 78

cggagtgatg

ggaagtgect
tggaaagtgy
agcaaggaca
agtcatgaaa

agcttcaaca

Asp

His

Lys

35

Gly

Ser

Glu

Val

ctcagccatc tgtctttctce

ctategtgtg catattgaat
atggegtagt ccaaaacaaa
gcacctacag ceteageage

agttctcctg cgaggtcact

Ala

Thr

20

Glu

Ile

Leu

Lys

Lys
100

Gln

Gly

Val

Gln

Ser

Phe

83

Ser

ES 2 638 340 T3

Pro

Ser

Asn

Glu

Ser

70

Ser

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Val

Ser

Lys

40

Thr

Leu

Glu

Arg

ggagcgagtg tcagagagag

79

Fhe

Ile

25

Trp

Thr

Thr

Val

Ser
105

Len

10

val

Lys

Glu

Met

Thr

90

Glu

ttccaaccat

gacttcetace
ggcatccagyg
accctgacga

cacaagagcc

Fhe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Gln

Ile

Asp

Asn

60

Ser

Lys

Gln

Pro

Leu

Gly

45

Ser

Thr

Ser

Arg

ctctggacga

ccaaagaggt

agagcaccac

tgtecagtace

tggcctcocac

Ser Leu Asp
15

Asn Asp Phe
30

Val Val Gln

Lys Asp Ser

Glu Tyr Gln
80

Leu Ala Ser
95

Glu
110

gttacataca

caatgtcaag
agagcagaac
ggagtaccaa

cctogtcaag

60

120

180

240

300

330
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ES 2 638 340 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado que se une de forma especifica a IL-31 de perro, en el que dicho anticuerpo reduce, inhibe
o neutraliza la sefializacion de pSTAT mediada por IL-31 de perro en un ensayo basado en células.

2. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
3. El anticuerpo de la reivindicacion 2, en el que el anticuerpo es quimérico.
4. El anticuerpo de la reivindicacién 2, en el que el anticuerpo es caninizado.

5. El anticuerpo aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o la porcién de unién a
antigeno del mismo que comprende al menos uno del grupo que consiste en:

una region determinante de complementariedad (CDR)1 de cadena pesada variable (V1) que tiene la secuencia
de aminoacidos YYDIN (SEQ ID NO: 1; 11 E12-VH-CDR1), SYDMS (SEQ ID NO: 2; 19D07-VH-CDR1) o
NYGMS (SEQ ID NO: 3; 34D03-VH-CDR1);

una CDR2 de cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos WIFPGDGGTKYNETFKG (SEQ ID
NO: 4; 11E12-VH-CDR2), TITSGGGYTYSADSVKG (SEQ ID NO: 5; 19D07-VH-CDR2) o
TISYGGSYTYYPDNIKG (SEQ ID NO: 6; 34D03-VH-CDR2);

una CDR3 de cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos ARGGTSVIRDAMDY (SEQ ID NO:
7; 11 E12- VH-CDR3), ARQNWVVGLAY (SEQ ID NO: 8; 19D07-VH-CDR3) 0 VRGYGYDTMDY (SEQ ID NO: 9;
34D03- VH-CDR3); y

una variante de las mismas que tiene una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una de
CDR1, CDR2 o CDRS.

6. El anticuerpo aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o la porciéon de unién a
antigeno del mismo que comprende al menos uno del grupo que consiste en:

una cadena ligera variable (Vi) que comprende una regioén determinante de complementariedad (CDR) 1 que
tiene la secuencia de aminoacidos RASESVDNYGISFMH (SEQ ID NO: 10; 11E12-VL-CDR1),
KSSQSLLNSGNOKNYLA (SEQ ID NO: 11; 19D07-VL-CDR1) o KASQSVSFAGTGLMH (SEQ ID NO: 12; 34D03-
VL-CDR1);

una CDR2 de cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminoacidos RASNLES (SEQ ID NO: 13; 11E12-
VL-CDR2), GASTRES (SEQ ID NO: 14; 19D07-VL-CDR2) o RASNLEA (SEQ ID NO: 15; 34D03-VL-CDR2);

una CDR3 de cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminoacidos QQSNKDPLT (SEQ ID NO: 16;
11E12-VL-CDR3), QNDYSYPYT (SEQ ID NO: 17; 19D07-VL-CDR3) o QQSREYPWT (SEQ ID NO: 18; 34D03-
VL-CDR3); y

una variante de las mismas que tiene una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una de
CDR1, CDR2 o CDRS.

7. El anticuerpo de la reivindicacion 6 que comprende adicionalmente al menos uno del grupo que consiste en:

una region determinante de complementariedad (CDR)1 de cadena pesada variable que tiene la secuencia de
aminoacidos YYDIN (SEQ ID NO: 1; 11 E12-VH-CDR1), SYDMS (SEQ ID NO: 2; 19D07-VH-CDR1) o NYGMS
(SEQ ID NO: 3; 34D03-VH-CDR1);

una CDR2 de cadena pesada variable que tienen la secuencia de aminoacidos WIFPGDGGTKYNETFKG (SEQ
ID NO: 4; 11 E12-VH-CDR2), TITSGGGYTYSADSVKG (SEQ ID NO: 5; 19D07-VH-CDR2) o
TISYGGSYTYYPDNIKG (SEQ ID NO: 6; 34D03-VH-CDR2);

una CDR3 de cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos ARGGTSVIRDAMDY (SEQ ID NO:
7; 11 E12-VH-CDR3), ARQNWVVGLAY (SEQ ID NO: 8; 19D07-VH-CDR3) o VRGYGYDTMDY (SEQ ID NO: 9;
34D03-VH-CDR3); y

una variante de las mismas que tiene una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una de
CDR1, CDR2 o CDRS.

8. El anticuerpo de la reivindicacion 7 que comprende al menos uno del grupo que consiste en:

a) una cadena ligera variable que comprende
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNYGISFMHWYQQKPGQPPKLLIYRASNLE
SGIPARFSGSGSRTDFTLTINPVETDDVATYYCQQSNKDPLTFGAGTKLELK (SEQ ID NO: 19; MU-11 E12- VL),
DIVMTQTPLSLSVSPGEPASISCRASESVDNYGISFMHWYQQKPGQPPKLLIYRASNLE
SGVPDRFSGSGSGTDFTLRISRVEADDAGVYYCQQSNKDPLTFGAGTKLEIK (SEQ ID NO: 20; CAN-11 E12-
VL-cUn-FW2),

DIVMTQTPLSLSVSPGEPASISCRASESVDNYGISFMHWFQQKPGQSPQLLIYRASNLE
SGVPDRFSGSGSGTDFTLRISRVEADDAGVYYCQQSNKDPLTFGAGTKLEIK (SEQ ID NO: 21; CAN-11 E12-
VL-cUn-13),

DIVMSQSPSSLSVSAGDKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLAWYQQKPWQPPKLLIYGA
STRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCQNDYSYPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 22; MU-
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19D07-VL),

EIVMTQSPASLSLSQEEKVTITCKSSQSLLNSGNQKNYLAWYQQKPGQAPKLLIYGAST
RESGVPSRFSGSGSGTDFSFTISSLEPEDVAVYYCQNDYSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 23; CAN- 19D07-
VL-998-1),

DILLTQSPASLAVSLGQRAIISCKASQSVSFAGTGLMHWYQQKPGQQPKLLIYRASNLE
AGVPTRFSGSGSRTDFTLNIHPVEEEDAATYFCQQSREYPWTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 24; MU-34D03- VL)
o]

EIVMTQSPASLSLSQEEKVTITCKASQSVSFAGTGLMHWYQQKPGQAPKLLIYRASNLE
AGVPSRFSGSGSGTDFSFTISSLEPEDVAVYYCQQSREYPWTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 25; CAN-34D03- VL-
998-1);

b) una cadena pesada variable que comprende
QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFKYYDINWVRQRPEQGLEWIGWIFPGDGG
TKYNETFKGKATLTTDKSSSTAYMQLSRLTSEDSAVYFCARGGTSVIRDAMDYWGQGT SVTVSS (SEQ ID NO:
26; MU-11E12-VH),

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKTSGYTFKYYDINWVRQAPGAGLDWMGWIFPGDG
GTKYNETFKGRVTLTADTSTSTAYMELSSLRAGDIAVYYCARGGTSVIRDAMDYWGQG TLVTVSS (SEQ ID NO:
27; CAN-11E12-VH-415-1),
EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFAFSSYDMSWVRQIPEKRLEWVATITSGGGYT
YSADSVKGRFTISRDNARNTLYLQMSSLRSEDTAVYYCARQWVVGLAYWGQGTLVT VSA (SEQ ID NO: 28; MU-
19D07-VH),

EVQLVESGGDLVKPGGSLRLSCVASGFTFSSYDMSWVRQAPGKGLQWVATITSGGGY
TYSADSVKGRFTISRDNARNTLYLQMNSLRSEDTAVYYCARQNWVVGLAYWGQGTLV TVSS (SEQ ID NO: 29;
CAN-19D07-VH-400-1),

EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFSFSNYGMSWVRQTPDKRLEWVATISYGGSY
TYYPDNIKGRFTISRDNAKNTLYLQMSSLKSEDTAMYYCVRGYGYDTMDYWGQGTSV TVSS (SEQ ID NO: 30;
MU-34D03-VH), o

EVQLVESGGDLVKPGGSLRLSCVASGFTFSNYGMSWVRQAPGKGLQWVATISYGGS
YTYYPDNIKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAMYYCVRGYGYDTMDYWGQGTL VTVSS (SEQ ID NO: 31;
CAN-34D03-VH-568-1); y

c) variantes de las mismas que tienen una o mas sustituciones de aminoacido conservativas.

9. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el anticuerpo comprende al menos uno
del grupo que consiste en:

a) una cadena ligera variable que comprende
DILLTQSPASLAVSLGQRAIISCKASQSVSFAGTGLMHWYQQKPGQQPKLLIYRASNLE
AGVPTRFSGSGSRTDFTLNIHPVEEEDAATYFCQQSREYPWTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 24; MU-34D03- VL),
o

EIVMTQSPASLSLSQEEKVTITCKASQSVSFAGTGLMHWYQQKPGQAPKLLIYRASNLE
AGVPSRFSGSGSGTDFSFTISSLEPEDVAVYYCQQSREYPWTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 25; CAN-34D03- VL-
998-1);

b) una cadena pesada variable que comprende
EVQLVESGGDLVKPGGSLRLSCVASGFTFSNYGMSWVRQAPGKGLQWVATISYGGS
YTYYPDNIKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAMYYCVRGYGYDTMDYWGQGTL VTVSS (SEQ ID NO: 31;
CAN-34D03-VH-568-1); y

EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFSFSNYGMSWVRQTPDKRLEWVATIS
YGGSYTYYPDNIKGRFTISRDNAKNTLYLQMSSLKSEDTAMYYCVRGYGYDTMDYWG QGTSVTVSS (SEQ ID
NO: 30; MU-34D03-VH), o

c) variantes de las mismas que tienen una o mas sustituciones de aminoacido conservativas.

10. Una composicién veterinaria que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

11. Una célula hospedadora que produce un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

12. Un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 9, que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica al menos uno del grupo que consiste en:

una region determinante de complementariedad (CDR)1 de cadena pesada variable (V1) que tiene la secuencia
de aminoacidos YYDIN (SEQ ID NO: 1; 11 E12-VH-CDR1), SYDMS (SEQ ID NO: 2; 19D07-VH-CDR1) o
NYGMS (SEQ ID NO: 3; 34D03-VH-CDR1);

una CDR2 de cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos WIFPGDGGTKYNETFKG (SEQ ID
NO: 4; 11 E12-VH-CDR2), TITSGGGYTYSADSVKG (SEQ ID NO: 5; 19D07-VH-CDR2) o
TISYGGSYTYYPDNIKG (SEQ ID NO: 6; 34D03-VH-CDR2);

una CDR3 de cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos ARGGTSVIRDAMDY (SEQ ID NO:
7; 11E12- VH-CDR3), ARQNWVVGLAY (SEQ ID NO: 8; 19D07-VH-CDR3) o VRGYGYDTMDY (SEQ ID NO: 9;
34D03- VH-CDR3); y
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una variante de las mismas que tiene una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una de
CDR1, CDR2 o CDR3, y comprende adicionalmente una secuencia de acidos nucleicos que codifica al menos
uno del grupo que consiste en:

una cadena ligera variable (V) que comprende una regién determinante de complementariedad (CDR) 1 que
tiene la secuencia de aminoacidos RASESVDNYGISFMH (SEQ ID NO: 10; 11 E12-VL-CDR1),
KSSQSLLNSGNQKNYLA (SEQ ID NO: 11; 19D07-VL-CDR1) o KASQSVSFAGTGLMH (SEQ ID NO: 12;
34D03-VL-CDR1);

una CDR2 de cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminoacidos RASNLES (SEQ ID NO: 13;
11E12-VL-CDR2), GASTRES (SEQ ID NO: 14; 19D07-VL-CDR2) o RASNLEA (SEQ ID NO: 15; 34D03-VL-
CDR2);

una CDRS3 de cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminoacidos QQSNKDPLT (SEQ ID NO: 16;
11E12-VL- CDR3), QNDYSYPYT (SEQ ID NO: 17; 19D07-VL-CDR3) o QQSREYPWT (SEQ ID NO: 18;
34D03-VL- CDR3); y

una variante de las mismas que tiene una o mas sustituciones de aminoacido conservativas en al menos una
de CDR1, CDR2 o CDRS.

13. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 12.

14. Un procedimiento de produccion de un anticuerpo que comprende cultivar la célula hospedadora de la
reivindicacion 11 en condiciones que dan como resultado la produccion del anticuerpo y aislar el anticuerpo de la
célula hospedadora o del medio de cultivo de la célula hospedadora.

15. Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso en terapia.

16. Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso en el tratamiento de una
afeccion o trastorno seleccionado de una afeccion pruritica o una afeccion alérgica, en el que el tratamiento
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

17. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 16 en el que la afeccion pruritica se selecciona del grupo que consiste en dermatitis atopica, eczema,
psoriasis, esclerodermia y prurito.

18. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 17 en el que la afeccion pruriginosa es dermatitis atdpica.

19. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 18 en el que la afeccion pruriginosa se caracteriza por picor.

20. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 16 en el que la afeccion alérgica se selecciona del grupo que consiste en dermatitis alérgica, eczema
estival, urticaria, ronchas, enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias, obstrucciéon recurrente de las vias
respiratorias, hiperrespuesta de las vias respiratorias, enfermedad pulmonar de obstrucciéon crénica y procesos
inflamatorios que son el resultado de la autoinmunidad.

21. Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso en el tratamiento de un perro
que lo necesite, inhibiendo la actividad de IL-31.

22. Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 16 a 20, en el cual la cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo se administra en un
intervalo de dosificacion de 0,1 — 10 mg de anticuerpo por kg de peso corporal de forma bisemanal o mensual.

23. Un anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 22, en el que el anticuerpo
designado en el presente documento como CAN34D03-65 se administra por via subcutanea a 1,0 mg/kg, en el que
CAN34D03-65 esta representado por SEQ ID NO: 31 (VH) emparejado con SEQ ID NO: 25 (VL) en SEQ ID NO: 42
(HC-65) y SEQ ID NO: 44 (LC-Kappa).

24. Un procedimiento de deteccién o cuantificacién de IL-31 en una muestra, comprendiendo el procedimiento:

(a) incubar una muestra clinica o biolégica que contenga IL-31 en presencia de un anticuerpo de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9; y
(b) detectar en la muestra el anticuerpo que esta unido a IL-31.

25. El procedimiento de la reivindicacion 24, en el que el anticuerpo esta marcado de forma detectable.

26. El procedimiento de la reivindicacion 25, en el que el anticuerpo no esta marcado y se utiliza en combinacion con
un segundo anticuerpo que esta marcado de forma detectable.
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27. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que se une de forma especifica a
una region entre los restos de aminoacidos 95 y 125 de la secuencia de aminoacidos de IL-31 canina de SEQ ID
NO: 32.

28. El anticuerpo de la reivindicacion 27, en el que el anticuerpo se une de forma especifica a una region entre los
restos de aminoacidos 102 y 122 de la secuencia de I1L-31 canina de SEQ ID NO: 32.
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FIG. 6

Desarrollo de un anticuerpo monoclonal para la reactividad
por ELISA de unantisuero de ratén CF-1 contra IL-31 de canino
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FIG. 13

11E12 anti cIL31

34D03 anti clL31

Control anti HIS
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FIG. 14
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