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METHODS AND COMPOSITIONS FOR MODULATING T
HELPER (T, ) CELL DEVELOPMENT AND FUNCTION

FIELD OF THE INVENTION

The invention relates to modulators of IL-21, ¢.g., human IL-21, activity or levels and
their uses in modulating T cell, ¢.g., T helper (Th) cell, development and function.

BACKGROUND OF THE INVENTION

T helper (Th) subsets are distinguished by their ability to produce distinct cytokine
patterns and promote specific immune responses. Thi cells produce IFNy and promote cell-
mediated immunity directed towards intracellular pathogens. In contrast, Th2 cells produce the
cytokines IL-4, IL-5, and I1-13, activate mast cells and cosinophils and direct B cells against
extracellular pathogens. Dysregulation of Th responses can result in immunopathology in that
aberrant Thl responses can be responsible for organ-specific autoimmunity, and exagperated Th2
responses have been associated with allergic diseases.

The specific cytokines produced by polarized Th cells are the primary effectors that
promote differentiation of precursor Th cells, but thesc cells also cross-regulate the other subset’s
functional activity. For example IL-4 is reported to be a potent factor in promoting the
differentiation of Thp cells to Th2 effectors. In addition, IL-4 antagonizes production of IFNy.
IL-10, another cytokine produced by Th2 cells, has also been described to inhibit Thl
development and IFNy-induced macrophage function. Conversely, the IFNy produced by Thl
cells amplifies Th1 development and inhibits the expansion of Th2 cells. The ability of these
cytokines to promate to promote development of specific Th cell subsets, while simultaneously
inhibiting the altemate developmental fate, results in a progressively polarized response.
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SUMMARY OF THE INVENTION

The invention is based in part on the discovery that the cytokine interleukin-21 (IL-21) is
expressed by a subset of T helper (Th) cells, Th2 cells, and selectively inhibits interferon y (IFNy)
levels during Thl cell development. More specifically, it is herein shown that IL-21 is
preferentially expressed by Th2 cells generated i vitro and in vivo. In one embodiment,
exposure of developing Th cells to IL-21 specifically reduced IFNy levels from developing Thl

" cells, and thus potentisted Th2 responses. In addition, exposure of developing Th cells to IL-21

reduces Stat4 signaling, e.g., by reducing Stat4 protein and/or mRNA expression, thereby
modulaiing Th cell responsiveness to other cytokines, e.g., [L-12. Thus, methods and
compositions for modulating Th cell development and activity are disclosed. The methods and
compositions, ¢.g., agonists or antagonists of IL-21, described herein are useful in treating (e.g.,
curing, ameliorating, delaying or preventing the onset of, or preventing recurrence or relapse of),
or preventing, Th cell- and/or IFNy- associated disorders or conditions, such as Th2-associated
disorders, e.g., asthma, allergy, and disorders associated with antibody components (e.g.,
rheumatoid arthritis, multiple sclerosis and lupus); and Th1-associated disorders, e.g.,
autoimmune disorders (e.g., multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, type 1 diabetes, Crohn’s

disease, psoriasis and myasthenia gravis, among others).

In ane aspect, the invention features a method for inhibiting, e:g., reducing or eliminating,
interferon gamma (IFNy) levels in a T cell or ceil population. The method provides, for example,
inhibiting IFNy activity, expression, secretion, or processingina T cell,e.g.,aT cell precursor
cell (a Thp cell), or a Thl cell (e.g., a differentiating Th1 celt or an effector Th cell), orin a T cell
population thereof. The method includes contacting the T cell or cell population with an IL-21
agonist in an amount sufficient to inhibit IFNy (e.g., reduce or eliminate) in the T cell or cell
population, such that the agonist is an IL-21 polypeptide comprising an amino acid sequence
which is at least 85% identical to SEQ ID NO: 2, and which is capable of binding to an IL-21R.
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In some embodiments, the method further includes identifying a T cell or cell population in
which inhibition of IFNy levels is desired.

In another aspect, the invention features a method for promoting differentiation of a Th
precursor (Thp) cell or cell population into a Th2 cell or cell population. In one embodiment, the
method includes contacting the Thp cell or cell population with an IL.-21 agonist in amount
sufficient to induce differentintion of the Thp cell or cell population into a Th2 cel! or cell
population, and the agonist is an [L-21 polypeptide having an amino acid sequence that is at least
85% identical to SEQ ID NO: 2 and which is capable of binding to an IL-21R. In some
embodiments, the methodfurther includes identifying a Thp cell or cell population in which
differentiation into a Th2 cell or cell population is desired.

In another aspect, the invention features a method of inhibiting differentiation of a Thp
cell or cell population into a Thi cell or cell population. The method includes contacting the Thp
cell or cell population with an IL~-21 agonist in an amount sufficient to inhibit differentiation of
the Thp cell or cell population into a Thl cell or cell population, and the agonist is an IL-21
polypeptide having an amino acid sequence that is at least 85% identical to SEQ ID NO: 2 and
which is capable of binding to an IL-21R. In one embodiment, this method further includes
identifying a T cell population in which inhibition of differentiation of the Thp cell or cell
population into a Th1 cell or cell population is desired.

In In some embodiments of these methods, the polypeptide includesthe amino acid
sequence of SEQ ID NO:2. In some embodiments of these methods, the contacting step is
carried out ex vivo, in vitro, or in vivo. A suitable subject for ex vivo or in vivo methods
includes a mammalisn subject, for example, a human.

In another aspect, the invention features a method for inhibiting differentiation of a Th
precursor (Thp) cell or cell population into a Th2 cell or cell population. The method includes
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contacting the Thp cell or population with an antagonist of an interlenkin-21 (IL-21)11-21
receptor (IL-21R) in an amount sufficient to inhibit differentiation of the Thp cell or cell
population into the Th2 cell population, and the antagonist is selected from the group consisting
of an anti-IL21R antibody, an antigen-binding fragment of an mti-IL21R antibody and a soluble
fragment of an IL-21R. The method optionally further includes identifying a T cell or cell
population in which an inhibition of differentiation of Thp cell or cell population into a Th2 cell
or cell population is desired. In some embodiment, the T cell population includes at least one
Thli cell.

In some embodiments,he soluble fragment of an IL-21R includes an extracellular region
of an IL-21 Receptor. For example, the soluble fragment can include an amino acid sequence at
least 85% identical to amino acids 20 to 235 of SEQ ID NO: 4 and which is capable of binding
IL-21; altemnatively, the soluble fragment includes amino acids 1 to 235 of SEQ ID NO:4. In
related embodiments, the soluble fragment further includes an Fc fragment. In yet another
embodiment, the antagonist is an anti-IL.21R antibody or an antigen-binding fragment of the
anti-IL21R antibody.

In yet anotherembodiment, the contacting step is carried out ex vivo, in vitro or in vivo.
The contacting step can be carried out in 8 mammalian subject, for example, the mammalian
subject is 8 human,

o .

In another aspect, the invention features a method for increasing interferon gamma (IFNy)
levels in a T cell or cell population. The method in one embodiment includes contacting the T
cell or cell population with an antagonist of an IL-21/IL-21R in an amount sufficient 1o increase
IFNy levels in the T cell or cell population, and the antagonist is sclected from the group
consisting of an anti-IL.21R antibody, an antigen-binding fragment of an anti-IL21R antibody and
a soluble fragment of an IL-21R. An embodiment of this method further includes identifying a T
cell population in which an increase in IFNy levels is desired.
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In some embodiments, , the soluble fragment of an IL-21R includes an extracellular
region of an IL-21 Receptor. For example, in some embodiments the soluble fragment
comprises an amino acid sequence at least 85% identical to amino acids 20 to 235 of SEQID
NO: 4 and which is capable of binding IL-21; alternatively, the soluble fragment includes amino
acids 1t0 235 of SEQ ID NO:4. In related embodiments, the soluble fragment further includes
an Fc fragment. In yet another embodiment, the antagonist can be an anti-IL21R antibody or an
antigen-binding fragment of the anti-IL21R antibody.

In yet another related embodiment, the contacting step is carried out ex vivo, in vitro or in
vivo. In some embodiments, the contacting step is performed in a mammalian subject, for
example, a human.

Unless otherwise defined, all technical and scientific terms used herein have the same
meaning as commonly understood by one of ordinary skill in the art to which this invention
belongs. Although methods and materials similar or equivalent to those described herein can be
used in the practice or testing of the invention, suitable methods and materials are described
below. All publications, patent applications, patents, and other references mentioned herein are
incorporated by reference in their entirety. In the case of conflict, the present specification,
including definitions, will control. In addition, the materials, methods, and examples are
illustrative only and not intended to be limiting. '

Other features and advantages of the invention will be apparent from the following
detailed description and claims.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

FIG. 1A is a representation of a Northern blot hybridization analysis examining
expression of IL-21, IL-4, [FNy, and y actin under the various Thl and Th2 skewing conditions
described in the appended Examples.
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FIG. 1B is a histogram showing the level of IL-21 mRNA relative to GAPDH mRNA in
Thi and Th2 cells following primary and secondary stimulation.

FIG. 1C is a histogram showing the level of IL-21 mRNA relative to GAPDH mRNA in
primary and secondary Th1 and Th2 cells cultured in the presence or absence of IL-4 and IFNy.

FIG. 1D is a histogram showing the level of IL-21 mRNA, IL-4 mRNA, and IFNy mRNA
relative to GAPDH mRNA in C57BL/g and BALB/c mice following infection with L. major.

FIG. 2A is a graphic representation of L4 and IL-21 cytokine production in Thp cells
cultured under neutral conditions, or Thl skewing conditions.

FIG. 2B is a histogram showing IFNy production in IL-21 treated or mock treated Thp

FIG. 3A is a graphic representation of IL-4 and IFNy production in Thp cells cultured
under Thl skewing conditions in the presence or absence of IL-22.

FIG. 3B is a graphic representation of IL-4 and IFNy production in IL-21 treated or mock
treated Thp cells treated in Th1 skewing conditions from wild-type and Stat6-/- mice.

FIG. 3C is a graphic representation of IFNy, IL-2, and TNFa expression in IL-21 treated
or mock treated Th1 cells from wild-type and Stat6-/- mice.

FIG. 4A is a representation of a western blot analysis of T-bet and actin protein levels in
Thp cells cultured under Thi or Th2 skewing conditions.

FIG. 4B is a histogram showing relative levels of IL-12RB2 mRNA relative to levels in
Thi cells.

FIG. 4C is a representation of a westem blot analysis of phosphorylated Stat4, Stat4,
Statl, and IL-12 polypeptide levels in Thp cells stimulated with anti-CD3 in the presence of IL-
21 or mock supematants.
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FIG. 4D is a histogram showing levels of Stat4 mRNA relative to GAPDH mRNA in
mock treated and [L-21 Thp cells stimulated with anti-CD3 for 48 hours in the presence of IL-21
or mock supernatants. IL-4 mRNA and [FNy.

FIG. 5A is a graph showing specific swelling in TNP-KLH-immunized wild type and
IL21-21R-/- mice subsequently injected with TNP-KLH or PBS.

FIG.5B is a histogram showing IFNy production in CD4+ T cells purified from draining
lymph nodes of TNP-KLH-immunized wild type and I1.21-21R-/- mice restimulated by antigen.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The invention provides methods and compositions for modulating T helper cell
differentiation, development and activity by modulating the interaction between IL-21 and an IL-
21 receptor. IL-21, or agents that increase IL-21 or JL-21 receptor levels in a cell population, are
added to a population of T helper cells to suppress IFNy levels in a population of Thp or Thl
cells. IL-21, or agents that increase IL-21 levels, can also be used to promote Th2 development,
or to potentiate Th2-mediated immune responses and/or to suppress Thl development.

IL-21, or agents that increase [L-21 levels, can also be used to inhibit the effects of IL-12
on the T helper cell population. IL-21 or agents that increase levels of IL-21 or otherwise act as
IL-21 agonists, can be used to suppress Thl mediated diseases such as autoimmune diseases,
multiple sclerosis, theumatoid arthritis, and type | diabetes.

In one aspect, the invention features a method for modulating, e.g., increasing, or
reducing or inhibiting, the activity or level of interferon gamma (IFNy) in a cell, e.g., a T cell, or
a cell population, e.g., a T cell population. For example, a method for modulating one or more
of: IFNy activity, expression, secretion, or processing, ina T cell, e.g., a T cell precursor cell (a
Thp cell), or a Thl cell (e.g., a differentiating Th1 cell or an effector Thcell), ora T cell
population thereof, is provided. The method includes:

(optionally) identifying a cell, e.g., a T cell, or a cell population, ¢.g., a T cell population,
in which modulation (e.g., increase or reduction) of the activity or level of IFNy is desired; and

7

q

%
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contacting said cell or cell population with an amount of an IL-21 modulator, e.g., an IL-
21 aponist or antagonist, sufficient to modulate (e.g., increase or reduce) the activity or level of
IFNy in said cell or cell population.

The subject method can be used on cells in culture, €.g. in vitro or ex vivo. For example,
immune cells, e.g., T cells as described herein, can be cultured in vitro in culture medium and the
contacting step can be effected by adding one or more [L-21 modulators (¢.g., an IL-21 agonist or
antagonist), to the culture medium. Altematively, the method is performed on celis (e.g.,
immune or T cells as described herein) present in a subject, e.g., as part of an in vivo (e.g.,
therapeutic or prophylactic) protocol.

In one embodiment, a method for reducing or inhibiting the activity or level of IFNy ina
cell, e.g., a T cell (e.g., a T cell precursor cell (a Thp cell), or a Thl cell (e.g., a differentiating
Thi cell or an effector Th cell)), or a cell population thercof is provided. The method im;ludes
(optionally) identifying a cell, e.g., a T cell, or a cell population, ¢.g., a T cell population, in
which reduction or inhibition of the activity or level of IFNy is desired; and contacting said cell
or cell population with an amount of an IL-21 agonist, sufficient to reduce or inhibit the activity
or level of IFNy in said cell or cell population. Preferably, the 11-21 agonist specifically inhibits
IFNy levels or activity, e.g., it does not reduce or inhibit the activity or level of other cytokines
such IL-2 or TNFa. In one embodiment, the IL-21 agonist inhibits production of IFNy by an
IFNy-producing cel), ¢.g., an IFNy-producing Thi cell.

In other embodiments, the invention provides a method for reducing IFNy levels or
activity in a subject. The method includes (optionally) identifying a subject in which reduction
of IFNy levels or activity is desired; and administering to said subject an amount of an IL-21
agonist sufficient to reduce the levels or activity [IFNy. IFNy can be measured using techniques
known in the art, for example, intracellular cytokine staining, or an ELISA technique to
determine levels in cell supernatants.

The IL-21 agonist can be an IL-21 polypeptide, a human IL-21 polypeptide, or an active
fragment thereof (e.g., a human [L-21 polypeptide comprising the amino acid sequence shown as
SEQ ID NO:2, or encoded by a nucleotide sequence shown as SEQ ID NO:1, or a sequence
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substantially homologous thereto). In other embodiments, the IL-21 agonist is a fusion protein
comprising an IL-21 polypeptide, ¢.g., human IL-21 polypeptide, or a fragment thereof fused to
another polypeptide, ¢.g, an immunoglobulin polypeptide or a portion thereof (e.g., an Fc region
of an immunoglobulin polypeptide); an agonist antibody to the [L-21 receptor; or a small
moliecule agonist. In other embodiments, the [L-21 agonist is an agent that increases the activity
or level of IL-21 by, e.g,, increasing expression, processing and/or secretion of functional IL-21.
Preferably, the subject is 8 mammal, ¢.g., 2 human subject suffering from a disorder
associated with aberrant, e.g., increased, IFNy levels or activity, e.g., an immune disorder (e.g., 2

. T cell- mediated disorder), in an amount sufficient to ameliorate or prevent said disorder.

Exemplary immune disorders that can be treated (e.g., ameliorated) or prevented using
agonists of [L-21 include, for example, Thl-associated disorders, such as autoimmune disorders
(including, but not limited to, multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, type 1 diabetes,
inflammatory bowel disease (IBD), psoriasis and myasthenia gravis.

The invention additionally features a method of increasing IFNy levels or activity in a
cell, e.g., 2 T-cell, or a cell population, ¢.g., a T cell population. For example, the invention
includes method for increasing IFNy activity, expression, secretion, or processing, in a T cell,
€8, a T cell precursor cell (a Thp cell), or a Thl cell (e.g., a differentiating Thl celloran
effector Th cell), or a T cell population thereof. The method includes (optionally) identifying a
cell, e.g., a T cell, or cell population, e.g., a T cell population, in which an increase in IFNy
expression is desired; and contacting said cell with an IL-21 antagonist in an amount sufficient to
inhibit binding or activity of IL-21, e.g., inhibit binding of IL-21 to an IL-21 receptor, thereby
increasing IFNy expression levels in said cell.

‘The IL-21 antagonist can be, e.g., an antibody (e.g., a monocional or single specificity
antibody) to IL-21, e.g., human I1-21, or an IL-21 receptor, e.g., human IL-21 receptor
polypeptide. Preferably, the antibody is a human, humanized, chimeric, or in vifro generated
antibody to human IL-21 or human IL-21 receptor polypeptide. In other embodiments, the
antagonist includes a fragment of an IL-21 polypeptide, e.g., an IL-21 receptor binding domain of
an IL-21 polypeptide. Alternatively, the antagonist includes a fragment of an IL-21 receptor
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polypeptide, e.g.. an IL-21 binding domain of an IL-21 receptor polypeptide. In onc

‘embodiment, the antagonist is a fusion protein comprising the aforesaid IL-21 or Il-21 receptor

polypeptides or fragments thereof fused to a second moiety, e.g., a polypeptide (e.g., an
immunoglobulin chain).

In unt_:thu' aspect, the invention features a method for modulating, e.g., increasing or
decreasing, Th2 cell activity and/or cell number. In one embodiment, a method of modulating,
¢.g., promoting or inhibiting, one or more of proliferation, survival and/or differentiation into
(e.g., differentiation of a T cell precursor, e.g., a Th precursor (Thp), into) a Th2 cell is provided.
The method includes:

(optionally) identifying a cell, e.g., a T cell (e.g., a Thp or a Th2 cell), ora cell
population, where modulation of proliferation, survival and/or differentiation is desired; and

contacting said cell or cell population with an [L-21 modulator, e.g., an IL-21 agonist or
antagonist, in an amount sufficient to modulate one or more of proliferation, survival and/or
differentiation into (e.g., modulating differentiation of said Thp cell into a Th2 cell) a Th2 cell,
thereby modulating Th2 cell activity and/or cell number.

The subject method can be used on cells in culture, e.g. in vitro or ex vivo. For example,
immune cells, e.g., T cells as described herein, can be cultured in vitro in culture medium and the
contacting step can be effected by adding one or more IL-21 modulators (¢.g., one or more IL-21
agonists or antagonists) 1o the culture medium. Alternatively, the method can be performed on
cells (e.g., immune or T cells as described herein) present in a subject, e.g., as part of an in vivo
(e.g., therapeutic or prophylactic) protocol.

In one embodiment, a method of reducing or inhibiting Th2 cell activity and/or cell
number is provided. For example, Th2 cell activity and/or cell number can be reduced or
inhibited by inhibiting or reducing one or more of proliferation, survival and/or differentiation
into (c.g., differentiation of a T cell precursor, ¢.g., a Th precursor (Thp), into) a Th2 cell. The
method includes (optionally) identifying a cell, e.g., a T cell (e.g., 8 Thp or a Th2 cell), or a cell
population, where inhibition of proliferation, survival and/or differentiation is desired; and
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contacting said cell or cell population with an IL-21 antagonist in an amount sufficient to inhibit
or reduce one or more of proliferation, survival and/or differentiation into (e.g., inhibiting or
reducing differentiation of said Thp cell into a Th2 cell) a Th2 cell, thereby inhibiting or reducing
Th2 cell activity and/or cell number.

The subject method can be used on cells, e.g., T cells (e.g., Thp or Th2 cells) in culture,
e.g. in vitro or ex vivo.

Altcmnatively, the method can be performed on cells (¢.g., immune or T cells as described
herein) present in a subject, e.g., as part of an in viwo (e.g., therapeutic or prophylactic) protocol.
For example, the method can be used to treat or prevent a Th2-mediated disorder, ¢.g., asthma
and allergy, in a subject. Accordingly, the invention provides a method of treating (e.g., curing,
suppressing, ameliorating, delaying or preventing the onset of, or preventing recurrence or
relapse of) or preventing a Th2-associated disorder in a subject. The method includes
administering to a subject an IL-21 antagonist in an amount sufficient to inhibit or reduce Th2
cell activity and/or cell number, thereby treating or preventing a Th2-associated disorder.

Preferably, the subject is a mammal, e.g., a human suffering from a disorder associated
with aberrant Th2 cell number or activity, e.g., an immune disorder (e.g., a Th2-associated
disorder). The amount sufficient to inhibit or reduce the cell activity and/or number is an amount
sufficient to ameliorate or prevent said disorder.

The IL-21 antagonist can be, €.g., an antibody (e.g., 2 monoclonal or single specificity
antibody) to [L-21, e.g., human IL-21, or an IL-21 receptor, e.g., human IL-21 receptor
polypeptide. Preferably, the antibody is a human, humanized, chimeric, or in vitro generated
antibody to human IL-21 or human IL-21 receptor polypeptide. In other embodiments, the

_antagonist includes a fragment of an IL-21 polypeptide, e.g., an IL-21 receptor binding domain of

an IL-21 polypeptide. Altematively, the antagonist includes a fragment of an IL-21 receptor
polypeptide, ¢.g., an IL-21 binding domain of an IL-21 receplor polypeptide. In one
embodiment, the antagonist is a fusion protein comprising the aforesaid IL-21 or 11-21 receptor
polypeptides or fragments thereof fused to a second moiety, e.g., a polypeptide (e.g., an
immunoglobulin chain).
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In yet another embodiment, a method of increasing Th2 cell activity and/or cell number is
provided. For example, Th2 cell activity and/or cell number can be increased by increasing one
or more of proliferation, survival and/or differentiation into (e.g., differentiation of a T cell
precursor, e.g., a Th precursor (Thp), into), a Th2 cell. The method includes (optionally)
identifying a cell, e.g., a T cell (e.g., a Thp or a Th2 cell), or a cell population, where increased
proliferation, survival and/or differentiation is desired; and contacting said cell or cell population
with an [L-21] agonist in an amount sufficient to increase one or more of proliferation, survival
and/or differentiation into, (e.g., increase differentiation of said Thp cell into a Th2 cell) a Th2
cell, thereby increasing Th2 cell activity and/or cell number.

The IL-21 agonist can be an IL-21 polypeptide, e.g., 2 human IL-21 polypeptide, or an
active fragment thereof (e.g., a human [L-21 polypeptide comprising the amino acid sequence
shown as SEQ ID NO:2, or encoded by a nucleotide sequence shown as SEQ ID NO:1,ora
sequence substantially homologous thereto). In other embodiments, the IL-21 agonist is a fusion
protein comprising an IL-21 polypeptide, €.g., human IL-21 polypeptide, or a fragment thereof
fused to another polypeptide, ¢.g., an immunoglobulin polypeptide or a portion thereof (e.g., an
Fc region of an immunoglobulin polypeptide); an agonist antibody to the IL-21 receptor; or a
small molecule agonist.

In yet another aspect, a method for modulating, e.g., increasing or decreasing, Thl cell
number and/or activity is provided. In one embodiment, a method of modulating, e.g., promoting
or inhibiting, one or more of proliferation, survival and/or differentiation into (¢.g.,
differentiation of a T cell precursor, €.g., a Th precursor (Thp), into), a Th1 cell is provided. The
method includes (optionally) identifying a cell, e.g., a T cell (e.g., a Thp or a Th1 cell), or a cell
population, where modulation of proliferation, survival and/or differentiation is desired; and
contacting said cell or cell population with &n IL-2] modulator, e.g., an agonist or an antagonist,
in an amount sufficient to modulate one or more of proliferation, survival and/or differentiation
into, (¢.g., modulate differentiation of said Thp cell into a Th1 cell) a Thl cell, thereby
inodulating Th1 cell activity and/or cell number.
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The subject method can be used on cells in culture, e.g. in vitro or ex vivo. For example,
immune cells, e.g., T cells as described herein, can be cultured in vifro in culture medium and the
contacting step can be effected by adding one or morc IL-21 modulators (e.g., an IL-21 agonist or
antagonist), to the culture medium. Altematively, the method can be performed on cells (e.g.,
immune or T cells as described herein) present in a subject, e.g., as part of an in vivo (e.g.,
therapeutic or prophylactic) protocol.

In one embodiment, a method of reducing or inhibiting Th1 cell activity and/or cell
number is provided. For example, Thl cell activity and/or cell number can be reduced or
inhibited by inhibiting or reducing one or more of proliferation, survival and/or differentiation
into (e.g., differentiation of a T cell precursor, e.g., a Th precursor (Thp), into), 2 Thl cell. The
method includes (optionally) identifying a cell, e.g., a T cell (e.g., a Thp, a cell producing IFNy,
e.g., a Thi cell), or a cell population, where inhibition of proliferation, survival and/or
differentiation is desired; and contacting said cell or cell population with an IL-21 agonist in an
amount sufficient to inhibit or reduce one or more of proliferation, survival and/or differentiation
into, (e.g., inhibiting or reducing differentiation of said Thp cell into a Th1 cell) a Th1 cell,
thereby inhibiting or reducing Th1 cell activity and/or cell number.

The subject method can be used on cells, ¢.g,, T cells (e.g., 'i‘hp or Th2 cells) in culture,
e.g. in vitro or ex vivo.

Altematively, the method can be performed on cells (e.g., immune or T cells as described
herein) present in a subject, e.g., as part of an in vivo (e.g., therapeutic or prophylactic) protocol.
For example, the method can be used to treat or prevent a Thl-mediated disorder, e.g., an
autoimmune disorder (e.g., multiple sclerosis, theumatoid arthritis, type I diabetes, Crohn’s
disease, psoriasis and myasthenia gravis, among others), in a subject. Accordingly, the invention
provides a method of treating (e.g., curing, suppressing, ameliorating, delaying or preventing the
onset of, or preventing recurrence or relapse of) or preventing a Thi-associsted disorder in a
subject. The method include administering to a subject an IL-21 agonist in an amount sufficient
to inhibit or reduce Th1 cell activity and/or cell number, thereby treating or preventing a Thi-
associated disorder.

13
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Preferably, the subject is a mammal, e.g., a human suffering from a disorder associated
with aberrant Th1 cell number or activity, €.g., an immune disorder (e.g., a Th1-associated
disorder as described herein). An amount sufficient to inhibit or reduce TH1 cell activity and/or
cell member is an amount sufficient to ameliorate or prevent said disorder.

The IL-21 agonist can be an IL-21 polypeptide, e.8., 2 human IL-21 polypeptide, or an
active fragment thereof (e.g., a human IL-21 polypeptide comprising the amino acid sequence
ghown as SEQ ID NO:2, or encoded by a nucleotide sequence shown as SEQ ID NO:1, or a
sequence substantially homologous thereto). In other embodiments, the IL-21 agonist is a fusion
protein comprising an IL-21 polypeptide, e.g., human IL-21 polypeptide, or a fragment thereof
fused to another polypeptide, e.g., an immunoglobulin polypeptide or a portion thereof (e.g., an
Fc region of an immunoglobulin polypeptide); an agonist antibody to the IL-21 receptor; or a
small molecule agonist. In other embodiments, the IL-21 agonist is an agent that increases the
activity or level of IL-21 by, e.g., increasing expression, processing and/or secretion of functional
IL-21.

In yet another embodiment, a method of increasing Th1 cell activity and/or cell number is
provided. For example, Thl cell activity and/or cell number can be increased by increasing one
or more of proliferation, survival and/or differentiation into (¢.g., differentiation of 8 T cell
precursor, €.g., a Th precursor (Thp), into), a Thi cell. The method includes:

(optionally) identifying a cell, e.g., a T cell (e.g., a Thp or a Thi cell), or a cell
population, where increased proliferation, survival and/or differentiation is desired; and

contacting said cell or cell population with an IL-21 antagonist in an amount sufficient to
increase one or more of proliferation, survival and/or differentiation into, (¢.g., increase
differentiation of said Thp cell into a Thl cell) a Thi cell, thereby increasing Th1 cell activity
and/or cell number.

The IL-21 antagonist can be, ¢.g., an antibody (e.g., 8 monoclonal or single specificity
antibody) to 1L-21, e.g., human IL-21, or an IL-21 receptor, ¢.g., human IL-21 receptor
polypeptide. Preferably, the antibody is a human, humanized, chimeric, or in vitro gencrated
antibody to human IL-21 or human IL-21 receptor polypeptide. In other embodiments, the
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antagonist includes a fragment of an IL-21 polypeptide, e.g., an IL-21 receptor binding domain of
an [L-21 polypeptide. Alternatively, the antagonist includes a fragment of an IL-21 receptor
polypeptide, e.g., an IL-21 binding domain of an IL-21 receptor polypeptide. In one
embodiment, the antagonist is a fusion protein comprising the aforesaid IL-21 or 11-21 receptor
polypeptides or fragments thereof fused to a second moiety, €.g., a polypeptide (¢.g., an
immunoglobulin chain).

In yet another aspect, the invention features a method of modulating, e.g-, reducing or
inhibiting, or increasing, interleukin-12 (IL-12) activity or level in a cell, cell population, or a
subject. The method includes:

(optionally) identifying a cell, e.g., a T cell, cell population or subject, where modulation
of IL-12 is desired; and

contacting said cell or cell population with, or administering to said subject, an IL-21
modulator, e.g., an agonist or an antagonist of IL-21, in an amount sufficient to modulate JL-12
activity or level in said cell, cell population, or a subject.

in one embodiment, the activity or level of IL-12 is/are reduced by contacting said ceil or
cell population, or administering to said subject, an IL-21 agonist, e.g., an IL-21 agoniﬁ as
described herein, in an amount sufficient to reduce the activity or levels of IL-12.

In other embodiments, the activity or level of IL-12 is/are increased by contacting said
cell or cell population, or administering to said subject, an IL-21 antagonist, e.g., an IL-21
antagonist as described herein, in an amount sufficient to increase the activity or level of IL-12.

In yet another aspect, the invention features a method of modulating, e.g., reducing or
inhibiting, or increasing, Stat, e.g., Stat 4, activity or level in a cell, cell population, or a subject.
The method includes:

(optionally) identifying a cell, e.g., a T cell, cell population or subject, where modulation
of Stat activity or level is desired; and

contacting said cell or cell population with, or administering to said subject, an IL-21
modulator, e.g., an agonist or an antagonist of IL-21, in an amount sufficient to modulate Stat

activity or level in said cell, cell population, or a subject.
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In one embodiment, the activity or level of Stat is reduced by contacting said cell or cell
population, or administering to said subject, an IL-21 agonist, e.g., an IL-21 agonist as described
herein, in an amount sufficient to reduce the activity or level of Stat, e.g., Stat protein or mRNA.

In other embodiments, the activity or level of Stat is increased by contacting said cell or
cell population, or administering to said subject, an IL-21 antagonist, e.g., an IL-21 antagonist as
described herein, in an amount sufficient to increase the activity or level of Stat, e.g., Stat protein
or mRNA.

In yet another aspect, the invention features a method of decreaging, inhibiting,
suppressing, ameliorating, or delaying an sutoimmune response (e.g., a Thl-mediated
autoimmune response), in a subject. The method includes administering to a subject in need
thereof an IL-21 agonist, e.g., an IL-21 agonist as described herein, in an amount sufficient to
decrease, inhibit, suppress, amelignte. or delay said autoimmune response in said subject.

In yet another aspect, the invention features a method of decreasing, inhibiting,
suppressing, ameliorating, or delaying a Th2-associated response (e.g., an allergic or an asthmatic
response), in a subject. The method includes administering to a subject in need thereof an IL-21
antagonist, ¢.g., an IL-21 antagonist as described herein, in an amount sufficient to decrease,
inhibit, suppress, amelioratoe, or delay said Th2-associated response in said subject.

In another aspect, the invention features a method of selectively identifying a Th2 cell in
a cell population, e.g., a Th cell population, the method comprising determining the levels of IL-
21 nucleic acid (e.g., an IL-21 gene product) or polypeptide in a test sample, e.g., a Thcell, and a
reference sample, e.g., a Thl cell; and comparing the levels of said IL-21 nucleic acid in said test
sample to levels of said IL-21 nucleic acid in the reference sample, ¢.g., the Thl cell, wherein an
increase in levels of said IL-21 nucleic acid in said test sample relative to said reference sample
indicates the test sample is a Th2 cell.

As used herein, a “Thl-associated disorder” is a disease or condition associated with

_aberrant, ¢.g., increased or decreased, Thi cell activity (e.g., increased or decreased Th cell

responses) or number compared to a reference, e.g., 2 normal control. Examples of Thi-
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associated disorders include, ¢.g., autoimmune disorders (e.g., multiple sclerosis, rheumatoid
arthnitis, type ] diabetes, Crohn’s disease, psoriasis and myasthenia gravis, among others).
As used herein, a “Th2-associated disorder” is a disease or condition associated with
aberrant, ¢.g., increased or decreased, Th2 cell activity (e.g., increased or decreased Th2 cell
responses) or number compared to a reference, ¢.g., a normal control. Examples of Th2

disorders include, e.g., asthma, allergy, and disorders associated with antibody components (e.g.,

rheumatoid arthritis, multiple sclerosis and lupus).

The [L-21 polypeptide used in the methods described herein can include the amino acid

sequence of, e.g., a mammalian [L-21 polypeptide (such as a rodent, human, or non-human

primate). For example, the IL-21 polypeptide can include the amino acid sequence of a human

IL-21 polypeptide. A suitable amino acid sequence is the amino acid sequence of the IL-21
polypeptide shown in SEQ ID NO:2 (below).

IL-21 and IL-21 receptor polypeptides, including nucleotide and amino acid sequences,
have been described in, e.g., US Patent No. 6, 057, 128, Parrish-Novak et al., Nature 408:57-63,
2000; Vosshenrich et al., Curr. Biol. 11:R157-77, 2001, Asao et al., J. Inmunol. 167:1-5, 2001;
and Ozaki et al., Proc, Natl. Acad. Sci. USA 97:11439-44, 2000. Amino acid sequences of IL-21

polypeptides are publicly known. For example, the nucleotide sequence and amino acid
sequence of a human IL-21 is available at Genbank Acc. No. X_011082. The human IL-21
nucleotide sequence disclosed in this entry is presented below:

1
61
121
181
241
a0l
361
421
481
541
601

The amino acig sequence encoded by the disclosed human IL-21 nucleic acid sequence is

gctgaagtga aaacgagacc
tggcaacatg gagaggattg
caaatcaagc tcccaaggtc
tgttgatcag ctgaaaaatt
agatgtagag acaaactgtg
gtcagcaaat acaggaaaca
gaaaccacct tccacaaatg
tgattcttat gagaaaaaac
aaagatgatt catcagcatc
taacttgcag ttggacacta

aaggtetage
tcatctgtct
aagatcgcca
atgtgaatga
agtggtcagc
atgaaaggat
cagggagaag
cacccaaaga
tgtcctctag
tgttacatac

tattecaagt ggaggag (SEQ ID HO:1)

presented below:

17

tctactgttg gtacttatga

gatggtcate
catgattaga
cttggtccct
tttttcetge
aatcaatgta
acagaaacac
attcctagaa
aacacacgga
tctaatatag

ttcttgqgga
atgegtcaac
gaatttetge
tttcagaagg
tcaattaaaa
agactaacat
agattcaaat
agtgaagatt
tagtgaaagt

gatccagtee
cactggtcca
ttatagatat
cagctccaga
cccaactaaa
agctgaagag
gceccttecatg
cactictceca
cctgaggatc
catttctttg

e
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MRSSPGNMERIVICIMVIFLGTLVHKSSSQGQDRHMIRMRQLIDIVDQLKNYVNDLVPEF

LPAPEDVETNCEWSAFSCFQKAQLKSANTGNNERIINVSIKKLKRKPPSTNAGRRQKHRL

TCPSCDSYEKKPPKEFLERFKSLLQKMIHQHLSSRTHGSEDS (SEQ ID NO:2). .

The nucleotide sequence of a human IL-21 receptor nucleic acid is provided below:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
162l
1681
1741
1801
1861
1921
1381
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701

gaagcagcag
gagtcagcat
ggggctgcce
aaatgtggaa
tgaaggacga
cctacacctyg
tcacagacca
tcaagceqqce
ggcgctcaga
tgcagtacag
tggactcaag
tgcaggtgeg
gtgacccggt
tgctgetict
atccattgtg
tgceccctgta
gctccagect
gctgccacce
cagagetggt
cggggggcte
cagtgactgt
gctacceage
tcttggatgc
taggagggcc
actgggcetgg
cgggctCace
actgcagcag
gctacctecg
gctaatgagg
aaggtcacct
tgagcctgat
tgtgtgtgtg
acgtgcctgt
tgtctggact
caacagatga
atctcegagy
agcgtetgec
agcgaaaggg
cctggacgaa
cgeccteoeectk
tggdggaaat
acgteagett
gtcagcgaca
tttccaggct
ttetttttet
tttattaaac

gtacceccte
gcegegtgge
cgacctegte
ccteccaccec
ggccacctee
ccacatggat
gtctggeaac
tcecccettte
ttacgaagac
gaaccgggga
aagtgtetce
ggcagggccce
catctttcag
cctectgett
gaggctatgg
caagggctge
ggagctggga
accacggagc
ggagtctgac
agcttacagt
gctagatgca
cctggaccty
agggaccaca
cctgggaagc
gggactgccc
cctggcogge
ccetgtggag
ccagtgggtg
ctgactggat
gggctgtgat
gtttacagtg
tgtgtgtgte
gggcctaggga
cacggagcte
caacagccgt
¢ctttgtggga
tceaggaget
gatggagtga
ggtctgaatc
ctctgggeta
tggcgatgte
cetteetect
gcctqggcac
taaaatcagt
aacttctgct
accaattacg

cacatcccta
tgggcegece
tgctacaccy
agcacgctca
tgcagecetcee
gtatteccact
tactcccagg
aacqtgactg
cctgccttct
gaceecctggg
ctccteoeccee
atgectgget
acccagtcag
gtcatagtct
aagaagatat
agcggagact
ccctggagee
ccggecaaga
ggtgtgccca
gaggagaggg
gaggggccat
gatgctggece
gtcctgtect
ctcctggaca
tggggtggec
ctggatatgg
tgtgacttca
gtcatteete
gtccagaget
gtgaagacac
tetgtgtgtyg
ttaggtgcge
taatgcccat
acccatgtge
ccteccteet
tcagggcatt
gcaagaagte
gcccatggtg
ccgactctga
gagtttecctt
accecygtgtac
gcggeeagag
ccgeggggcc
ccgtttogtce
actaagtttt
tagcaggcca

18

gggctetgtg
cottgeteet

attacctcca
cccttacctg
acaggtcggc
tcatggccga
agtgtggcag
tgaccttctce
acatgctgaa
ctgtgagtee
tggagttccg
cctectacca
aggagttaaa
tcattectge
gggccgteec
tcaagaaatg
cagaggtgee
ggctgcaget
agcccagcett
atcggccata
gcacctggce
tggagcccag
gtggetgtgt
gactaaagce
ggtcacctgg
acacgtttga
ccagceccgy
cgecactttc
ggccaggcca
ctgcagcectt
tgtgtgecata
agtggcatgt
ggqtactccat
acaagtgtge
agggtcttgt
gectgtgact
catattgttc
acctcgggaa
taccttctgg
atccagacag
ggtacgcagc
ccgaggcogg
gteccgeetg
tcttggaaac
taaaaattcec
tggctcatgyg

atgtaggcag
gctgetgete
gacggtcatc
gcaagaccag
ccacaatgcc
cgacattttc
ctttctectg
aggacagtat
gggcaagctt
gaggagaaag
casagactcg
ggggacctgg
ggaaggctgg
cttctggage
cagccctgag
ggtgggtgca
cbtccaceetg
cacggagcta
ctggeccgaca
cggectggty
ctgcagetgt
cccaggceceta
ctcagectgge
accccttgea
aggggtctca
cagtggcttt
ggacgaagga
gagccctgga
ctgggceetg
tggtctcetg
tgtgtgtgoty
ccacgtgtgt
gcattcacct
acagtaaacqg
gttgcaagtt
gaggcggagc
cttatcacct
tggcaatttt
ctgtgctacc
tggggaaggc
ccagagcaga
©9ggg99tgag
cagagggcca
agctccceac
ctttatgcac
gacccacccc

aggccegtgg
cagggaggct
tgcatectgg
tatgasgagc
acgcatgcceca
agtgtcaaca
gectgagagca
aatatctcct
cagtatgage
ctgatctcag
agctatgage
agtgaatgga
aaccctcace
ctgaagaccc
cggttcttca
ccctteackg
gaggtgtaca
caagsaccag
gcccagaact
tceattgaca
gaggatgacg
gaggacccac
agccctggge
gatgggaagg
gagagtgagg
gtgggctctg
ceocccooyya
ccccaggcca
agccagagac
gatgggectt
tgcatatgca
gtgtgattge
gccectgtgea
tgtttgtggt
ggtccacage
ccagcecctcce
gccaacagga
ttgggceggcce
tgagccaagt
atgacacacc
ccctcaataa
aacatcaatc
ctcga9gggg
Ccaaccaagat
ccaagagata
cegtggeact
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2761 catggaggag getgeaggtt ggaactatge agtgtgctee ggecacacat, cctgetggge
2821 cccctaccet gecccaatte aatcctgocca ataaatcctg tcottatttgt tcatccbgga
2881 gaattga (SEQ ID NO:3)

The disclosed IL-21 receptor nucleic acid sequence encodes a polypeptide with the
following amino acid sequence:
MPRGWAAPLLLLLLQGGNGCPDLVCY TDYLQTVI CILEMWNLHPS TL TLTWQGDQYRBLKDEATSCSLHRSAHNATHAT
YTCHMDVFHFMADDIFSVNITDOSGNYSQECGBFLLAES I KPAPPFNVTVTF SGQYNISWRSDYEDPAFYMLKGKLQOY
ELQYRNRADPWAVSPRRKLISVDSRSVSLLPLEFRKDSS YELQVRAGPMPGSS YQGTWSEWSDPVIFQTOSEELKEGN
NPHLLLLLLLVIVFIPAFWSLKTHPLWRLWKKIWAVPSPERFFMPLYKGCSGDFKANVGAPFTGSSLELGPHBPEVPS
TLEVYSCHPPRS PAKRLQLTELQEPAELVESDGVPKPSFWPTAQRSGGSAYSEERDRPYGLVS IDTVTVLDAEGPCTW
PCSCRDDGYPALDLDAGLEPS PGLEDPLLDAGTTVLS CGCVEAGS PALGAPLGS LLDRLKPPLADGEDWAGGL PWGGR

BPGGVSESEAGS PLAGLDMDTFDEGFVGSDCSS PVECDFTSPGDEGPPRSYLROWVVIPPPLSSPGPQAS (SEQ ID
NO:4)

The nucleic acid sequence homology may be determined as the degree of identity between
two nucleotide or amino acid sequences. The homology may be determined using computer
programs known in the art, such as GAP software provided in the GCG program package. See,
Needleman and Wunsch 1970 J Mol Biol 48: 443-453. Using GCG GAP software with the
following settings for nucleic acid sequence comparison: GAP creation penalty of 5.0 and GAP
extension penalty of 0.3, the coding region of the analogous nucleic acid sequences referred to
above exhibits a degree of identity preferably of at least 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%,
or 99%, with the CDS (encoding) part of the DNA sequence shown in SEQ ID NO:1 or SEQID
NO:3. Similarly the amino acid sequences referred to herein exhibit a degree of identity
preferably of at least 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, or 99%, with the amino
acid sequence shown in SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5 or SEQ ID NO:6.

The term “sequence identity” refers to the degree to which two polynucleotide or
polypeptide sequences are identical on a residue-by-residue basis over a particular region of
comparison. The term “percentage of sequence identity™ is calculated by comparing two
optimally aligned sequences over that region of comparison, determining the number of positions
at which the identical nucleic acid base {e.g.. A, T, C, G, U, or I, in the case of nucleic acids)
occurs in both sequences to yield the number of matched positions, dividing the number of
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matched positions by the total number of positions in the region of comparison (i.¢., the window
size), and multiplying the resuit by 100 to yield the percentage of sequence identity. The term
“substantial identity” as used herein denotes a characteristic of a polynucleotide sequence,
wherein the polynucleotide comprises a sequence that has at least 80 percent sequence identity,
preferably at least 85 percent identity and often 90 to 95 percent sequence identity, more usually
at least 98 or 99 percent sequence identity as compared to a reference sequence over a
comparison region. The term “percentage of positive residues” is calculated by comparing two
optimally aligned sequences over that region of comparison, determining the number of positions
at which the identical and conservative amino acid substitutions, as defined above, occur in both
sequences to yield the number of matched positions, dividing the number of matched positions
by the total number of positions in the region of comparison (Le., the window size), and
multiplying the result by 100 to yield the percentage of positive residues.

Agents that increase I1-21 or IL-21 receptor levels in a cell or cell population can
additionally include TL-21 agonists or IL-21 receptor agonists. Such agonists can be identified by
identifying test compounds that exert one or more of the activities IL-21 exerts on T helper cell
populations.

The subject can be a mammal, e.g., a human, a non-human primate, a dog, cat, cow,
horse, pig or a rodent (including a rat or mouse). Any desired route of administration of IL-21
can be used. Suitable routes include intravenous (both bolus and infusion), intraperitoneal,
subcutaneous or intramuscular form, all using forms well known to those of ordinary skill in the
pharmaceutical arts. Injectables can be prepared in conventional forms, either as liquid solutions
Or suspensions.

Parenteral injectable administration is generally used for subcutaneous, intramuscular or
intravenous injections and infusions.

IL-21 Antagonists
To inhibit an IL-21 mediated T helper cell effect, an agent that blocks or otherwise
inhibits the interaction of IL-21 to an IL-21 receptor can be added to a T cell or a population of T
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cells, e.g., T helper cells. For convenience, these inhibitors are referred to herein as “IL-21
antagonists.” Examples of 1L-21 antagonists include, e.g., soluble fragments of [L-21 or IL-21
receptors, fusion proteins containing these fragments, and antibodies to these fragments. IL-21
antagonists are useful for blocking I1-21 in Th2 mediated disease, including antibody-medisted
disease. Theses diseases include asthma, allergy, theumatoid arthritis, multiple sclerosis, and
lupus.

2 1 tor Fusion in

IL-21, or JL~21 receptor, or active fragments of these proteins, can be fused to carrier
molecules such as immunoglobulins for use in the herein described methods. For example,
soluble forms of the IL-21 receptor may be fused through "linker” sequences to the Fc portion of
an immunoglobulin or to the Fc portion of the immunoglobulin. Other fusions proteins, such as
those with GST (i.e., glutathione S-transferase), Lex A, or MBP (i.e., malitose binding protein),
may also be used.

In a further embodiment, IL-21 or IL-21 reccptor fusion protein may be linked to one or
more additional moieties. For example, the IL-21 or IL-21 receptor fusion prolein may
additionally be linked to a GST fusion protein in which the IL-21 receptor fusion protein
sequences are fused to the C-terminus of the GST sequences. Such fusion proteins can facilitate
the purification of the IL-21 or IL-21 receptor fusion protein.

In another embodiment, the fusion protein includes a heterologous signal sequence (i.e., a
polypeptide sequence that is not present in a polypeptide naturally encoded by an IL-21 or IL-21
receptor nucleic acid) at ite N-terminus. For example, the native IL-21 or IL-21 receptor signal
sequence can be removed and replaced with a signal sequence from another protein.

A chimeric or fusion protein of the invention can be produced by standard recombinant
DNA techniques. For example, DNA fragments coding for the different polypeptide sequences
are ligated together in-frame in accordance with conventional techniques, e.g., by employing
blunt-ended or stagger-ended termini for ligation, restriction enzyme digestion to provide for
appropriate termini, filling-in of cohesive ends as appropriate, alkaline phosphatase treatment to
avoid undesirable joining, and enzymatic ligation. In another embodiment, the fusion gene can
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be synthesized by conventional techniques including automated DNA synthesizers.
Alternatively, PCR amplification of gene fragments can be carried out using anchor primers that
give rise to complementary overhangs between two consecutive gene fragments that can
subsequently be annealed and reamplified to gencrate a chimeric gene sequence (see, for
example, Ausubel er al. (eds.) CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley &
Sons, 1992). Moreover, many expression vectors are commercially available thet encode a
fusion moiety (e.g., an Fc region of an immunoglobulin heavy chain). An IL-21 or IL-21
receptor encoding rucleic acid can be cloned into such an expression vector such that the fusion
moiety is linked in-frame to the immunoglobulin protein.

In some embodiments, the IL-21 or IL-21 receptor polypeptide moiety is provided as a
variant IL-21 receptor polypeptide having a mutation in the naturally-occurring IL-21 or IL-21
receptor sequence (wild type) that results in higher affinity (relative to the non-mutated sequence)
binding of the altered IL-21 for an IL-21 receptor, or higher affinity (relative to the non-mutated
sequence) of the altered IL-21 receptor polypeptide for IL-21.

In some embodiments, the IL-21 polypeptide or IL-21 receptor polypeptide moiety is
provided a& a variant IL-21 or IL-21 receptor polypeptide having mutations in the naturally-
occurring IL-21 or IL-21 receptor sequence (wild type) that results in an IL-21 or IL-21 receptor
sequence more resistant to proteolysis (relative to the non-mutated sequence).

A signal peptide that can be included in the fusion protein is MPLLLLLLLIPSPLHP
(SEQ ID NO:5). If desired, one or more amino acids can additionally be inserted between the
first polypeptide moiety comprising the IL-21 or IL-21 receptor moiety and the second
polypeptide moiety.

The second polypeptide is prefersbly soluble. In some embodiments, the second
polypeptide enhances the half-life, (e.g., the serum half-life) of the linked polypeptide. In some
embodiments, the second polypeptide includes a sequence that facilitates association of the
fusion polypeptide with a second IL-21 receptor polypeptide. In preferred embodiments, the
second polypeptide includes at least a region of an immunoglobulin polypeptide.
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Immunoglobulin fusion polypeptides are known in the art and are described in e.g., US Patent
Nos. 5,516,964; 5,225,538; 5,428,130;5,514,582; 5,714,147; and 5,455,165.

In some embodiments, the second polypeptide comprises a full-length immunoglobulin
polypeptide. Altemnatively, the second polypeptide comprise less than full-length
immunogilobulin polypeptide, e.g., a heavy chain, light chain, Fab, Fab,, Fv, or Fc. Preferably,
the second polypeptide includes the heavy chain of an immunoglobulin polypeptide. More
preferably, the second polypeptide includes the Fc region of an immunoglobulin polypeptide.

In some embodiments, the second polypeptide has less effector function than the effector
function of a Fc region of a wild-type immunoglobulin heavy chain. Fc effector function
includes for example, Fc receptor binding, complement fixation and T cell depleting activity.
(see for example, US Patent No. 6,136,310) Methods of assaying T cell depleting activity, Fc
effector function, and antibody stability are known in the art. In one embodiment the second
polypeptide has low or no affinity for the Fc receptor. In an alternative embodiment, the second -
polypeptide has low or no affinity for complement protein Clq.

A preferred second polypeptide sequence includes the amino acid sequence of SEQ ID
NO: 6. This sequence includes a Fc region. Underlined amino acids are those that differ from
the amino acid found in the corresponding position of the wild-type immunoglobulin sequence:

HTCPPCPAPEALGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDHLNGKEYKCKVSNKRLPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SR.EEMTKNQVSLTCLVKGF’YPSDIAVEWESNGQPENNYKTI‘PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWO
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:6)

21 and I1 -21 Receptor Anti
The term "antibody" as used herein refers to immunoglobulin molecules and

immunologically active portions of immunoglobulin (Ig) molecules, i.e., molecules that contain
an antigen binding site that specifically binds (immunoreacts with) an antigen. Such antibodies
include, e.g., polyclonal, monoclonal, chimeric, single chain, Fy, Fup+ and Fyy fragments, and
an F,, expression library. In general, an antibody molecule obtained from humans relstes to any
of the classes IgG, IgM, IgA, IgE and IgD, which differ from one another by the nature of the
heavy chain present in the molecule. Certain classes have subclasses as well, such as IgG, IgGa,
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and others. Furthermore, in humans, the light chain may be a kappa chain or a lambda chain.
Reference herein to antibodies includes a reference to all such classes, subclasses and types of
human antibody species. Antibodies to IL-21 or IL-21 receptor polypeptides also include
antibodies to fusion proteins containing IL-21 or IL-21 receptor polypeptides or fragments of IL-
21 or IL-21 receptor polypeptides.

An IL-21 polypeptide or IL-21 receptor polypeptide can be used as an antigen, ora
pottion or fragment thereof, and additionally can be used as an immunogen to generate
antibodies that immunospecifically bind the antigen, using standard techniques for polycional
and monoclonal antibody preparation. Antigenic peptide fragments of the antigen for use as
immunogens include, e.g., at least 7 amino acid residues of the amino acid sequence of the amino
terminal region, such as an amino acid sequence shown in SEQ ID NOs:1 or 3, and encompass
an epitope thereof such that an antibody raised against the peptide forms a specific immune
complex with the full length protein or with any fragment that contains the epitope. Preferably,
the antigenic peptide comprises at least 10 amino acid residues, or at least 15 amino acid
residues, or at least 20 amino acid residucs, or at least 30 amino acid residucs. Preferred epitopes
encompassed by the antigenic peptide are regions of the protein that are located on its surface;
commonly these are hydrophilic regions.

In some embodiments, at least one epitope encompassed by the antigenic peptide is a
region of IL-21 or IL-21 receptor polypeptide that is located on the surface of the protein, e.g., &
hydrophilic region. A hydrophobicity analysis of a IL-21 or IL-21 receptor polypeptide will
indicate which regions of an TL-21 or IL-21 receptor protein are particularly hydrophilic and,
therefore, are likely to encode surface residues uscful for targeting antibody production. As a
means for targeting antibody production, hydropathy plots showing regions of hydrophilicity and
hydrophobicity may be generated by any method well known in the art, including, for example,
the Kyte Doolittle or the Hopp Woods methods, either with or without Fourier transformation.
See, e.g., Hopp and Woods (1981) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 78: 3824-3828; Kyte and Doolittle
(1982) 1. Mol. Biol. 157: 105-142, Antibodies that are specific for one or more domains within
an antigenic protein, or derivatives, fragments, analogs or homologs thereof,, are also provided
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herein.

A protein of the invention, or a derivative, fragment, analog, homolog or ortholog thereof,
may be ytilized as an immunogen in the generation of antibodies that immunospecifically bind
these protein components.

Various procedures known within the art may be used for the production of polyclonal or
monoclonal antibodies directed against a protein of the invention, or against derivatives,
fragments, analogs homologs or orthologs thereof. See, for example, ANTIBODIES: A
LABORATORY MANUAL, Harlow and Lane (1988) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY. Some of these antibodies are discussed below.

T YT

Polyclonal Antibodies

For the production of polyclonal antibodies, various suitable host animals (e.g., rabbit,
goat, mouse or other mammal) may be immunized by one or more injections with the native
protein, a synthetic variant thereof, or a derivative of the foregoing. An appropriate
immunogenic preparation can contain, for exampie, the naturally occurring immunogenic
protein, a chemically synthesized polypeptide representing the immmogenic protein, or a
recombinantly expressed immunogenic protein. Furthermore, the protein may be conjugated to a
second protein known to be immunogenic in the mammal being immunized. Examples of such
immunogenic proteins include but are not limited to keyhole limpet hemocyanin, serum albumin,
bovine thyroglobulin, and soybean trypsin inhibitor.

The preparation can further include an adjuvant. Various adjuvants used to increase the
immunological response include, but are not limited to, Freund's (complete and incomplete),
mineral gels (e.g., aluminum hydroxide), surface active substances (e.g., lysolecithin, pluronic
polyols, polyanions, peptides, oil emulsions, dinitrophenol, etc.), adjuvants usable in humans
such ag Bacille Calmette-Guerin and Corynebacterium parvum, or similar immunostimulatory
agents. Additional examples of adjuvants which can be employed include MPL-TDM adjuvant
(monophosphoryl Lipid A, synthetic trehalose dicorynomycolate).

The polyclonal antibody molecules directed against the immunogenic protein can be
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isolated froin the mammal (e.g., from the blood) and further purified by well known techniques,
such as affinity chromatography using protein A or protein G, which provide primarily the IgG
fraction of immune serum. Subseguently, or alternatively, the specific antigen which is the target
of the immunoglobulin sought, or an epitope thereof, may be immobilized on a column to purify
the immune specific antibody by immunoaffinity chromatography. Purification of
immunoglobulins is discussed, for example, by Wilkinson. Wilkinson (2000) The Scientist, 14:
25-28.

onoclonal Antibodi

The tesm "monoclonal antibody” (MAb) or "monoclonal antibody composition™, as used
herein, refers to a population of antibody molecules that contain only one molecular species of
antibody molecule consisting of a unique light chain gene product and a unique heavy chain
gene product. In particular, the complementarity determining regions {(CDRs) of the monocional
antibody are identical in all the molecules of the population. MAbs thus contain an antigen
binding site capable of immunoreacting with a particular epitope of the antigen characterized by
a unique binding affinity for it

Monoclonal antibodies can be prepared using hybridoma methods, such as those
described by Kohler and Milstein (1975) Nature, 256:495. In a hybridoma method, a mouse,
hamster, or other appropriate host animal, is typically immunized with an immunizing agent to
elicit lymphocytes that produce or are capable of producing antibodies that will specifically bind
to the immunizing agent. Alternatively, the lymphocytes can be immunized in vitro.

The immunizing agent will typically include the protein antigen, a fragment thereof or 2
fusion protein thereof. Generally, either peripheral blood lymphocytes are used if cells of human
origin are desired, or spleen cells or lymph node cells are used if non-human mammalisn sources
are desired. The lymphocytes are then fused with an immortalized cell line using a suitable
fusing agent, such as polyethylene glycol, to form a hybridoma cell. Goding, MONOCLONAL
ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE, Academic Press, (1986) pp. 59-103. Immortalized cell
lines are usually transformed mammalian cells, particularly myeloma cells of rodent, bovine and
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human origin. Usually, rat or mouse myeloma cell lines are employed. The hybridoma cells can
be cultured in a suitable culture medium that preferably contains one or more substances that
inhibit the growth or survival of the unfused, immortalized cells. For example, if the parenteral
cells lack the enzyme hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT or HPRT), the
culture medium for the hybridomas typically will include hypoxanthine, aminopterin, and
thymidine ("HAT medium™), which substances prevent the growth of HGPRT-deficient cells.

Preferred immortalized cell lines are those that fuse efficiently, support stable high level
expression of antibody by the selected antibody-producing cells, and are sensitive to a medium
such as HAT medium. More preferred immortalized cell lines are murine myeloma lines, which
can be obtained, for instance, from the Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego,
California and the American Type Culture Collection, Manassas, Virginia. Human myelomaand - -
mouse-human heteromyeloma cell lines also have been described for the production of human
monoclonal antibodies (Kozbor (1984) J. Immunol., 133:3001; Brodeur ef al., MONOCLONAL
ANTIBODY PRODUCTION TECHNIQUES AND APPLICATIONS, Marcel Dekker, Inc., New York,
(1987) pp. 51-63).

The culture medium in which the hybridoma cells are cultured can then be assayed for the
presence of monoclonal antibodies divected against the antigen. Preferably, the binding
specificity of monoclonal antibodies produced by the hybridoma cells is determined by
immunoprecipitation or by an in vitro binding assay, such as radioimmunoassay (RIA) or
enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA). Such techniques and assays are known in the
art. The binding affinity of the monoclonal antibody can, for example, be determined by the
Scatchard analysis of Munson and Pollard (1980) Anel. Biochem., 107:220. Prefersbly,
antibodies having a high degree of specificity and a high binding affinity for the target antigen
are isolated. _

After the desired hybridoma cells are identified, the clones can be subcloned by limiting
dilution procedures and grown by standard methods. Suitable culture media for this purpose
include, for example, Dulbecco’s Modified Eagle's Medium and RPMI-1640 medium,

Altematively, the hybridoma cells can be grown in vivo as ascites in 8 mammal.
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The monoclonal antibodies secreted by the subclones can be isolated or purified from the
culture medium or ascites fluid by conventional immunoglobulin purification procedures such as,
for example, protein A-Sepharosc, hydroxyspatite chromatography, gel electrophoresis, dialysis,
or affinity chromatography.

The monoclonal antibodies can also be made by recombinant DNA methods, such as
those described in U.S. Patent No. 4,816,567. DNA encoding the monoclonal antibodies of the
invention can be readily isolated and sequenced using conventional procedures (e.g., by using
oligonucleotide probes that are capable of binding specifically to genes encoding the heavy and
light chains of murine antibodies). The hybridoma cells of the invention serve as a preferred
source of such DNA. Once isolated, the DNA can be placed into expression vectors, which are
then transfected into host cells such as simian COS cells, Chinese hamster ovary (CHO) cells, or
myeloma cells that do not otherwise produce immunoglobulin protein, to obtain the synthesis of
monoclonal antibodies in the recombinant host cells. The DNA also can be modified, for
example, by substituting the coding sequence for human heavy and light chain constant domains
in place of the homologous murine sequences (U.S. Patent No. 4,816,567; Morrison (1994)
Nature 368, 812-13) or by covalently joining to the immunoglobulin coding sequence all or part
of the coding sequence for a non-immunoglobulin polypeptide. Such a non-immunoglobulin
polypeptide can be substituted for the constant domains of an antibody of the invention, or can be
substituted for the variable domains of ono antigen-combining site of an antibody of the
invention to create a chimeric bivalent antibody.

Humanized Antibodies

The antibodies directed against the protein antigens of the invention can further comprise
humanized antibodies or human antibodies. These antibodies are suitable for administration to
humans without engendering an immune response by the human against the administered
immunoglobulin. Humanized forms of antibodies are chimeric immunoglobulins,
immunoglobulin chains or fragments thereof (such as Fv, Fab, Fab’, F(ab'); or other antigen-
binding subsequences of antibodies) that are principally comprised of the sequence of a human
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immunoglobulin, and contain minimal sequence derived from a non-human immunoglobulin.
Humanization can be performed following the method of Winter and co-workers (Jones ef al.
(1986) Nature, 321:522-525; Riechmann et g/. (1988) Nature, 332:323-327; Verhoeyen et al.
(1988) Science, 239:1534-1536), by substituting rodent CDRs or CDR sequences for the
corresponding sequences of a human antibody. (See also U.S. Patent No. 5,225,539.) In some
instances, Fv framework residues of the human immunoglobulin are replaced by corresponding
non-human residues. Humanized antibodies can also comprise residues which are found neither
in the recipient antibody nor in the imported CDR or framework sequences. In general, the
humanized antibody will comprise substantially all of at least one, and typically two, variable
domains, in which all or substantially all of the CDR regions correspond to those of & non-human
immunoglobulin and all or substantially all of the framework regions are those of 2 human
immunoglobulin consensus sequence. The humanized antibody optimally also will comprise at
least a portion of an immunoglobulin constant region (Fc), typically that of a human
immunoglobulin (Jones e al., 1986; Riechmaun et al., 1988; and Presta (1992) Curr. Op. Struct.
Biol., 2:593-596).

H Antibodies

Fully human antibodies relate to antibody molecules in which essentially the entire
sequences of both the light chain and the heavy chain, including the CDRs, arise from human
genes. Such antibodies are termed *human antibodies”, or “fully human antibodies™ herein.
Human monoclonal antibodies can be prepared by the trioma technique; the human B-cell
hybridoma technique (see Kozbor, ef al. (1983) Immunol Today 4: 72) and the EBV hybridoma
technique to produce human monoclonal antibodies (see Cole, et al., 1985 In: MONOCLONAL
ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96). Human monoclonal
antibodies may be utilized in the practice of the invention and may be produced by using human
hybridomas (see Cote, et al. {1983) Proc Natl Acad Sci USA B0: 2026-2030) or by transforming
human B-cells with Epstein Barr Virus in vitro (see Cole, et al. (1985) In: MONOCLONAL
ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96).
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In addition, human antibodies can also be produced using additional techniques,
including phage display libraries. See Hoogenboom and Winter (1991) J. Mol. Biol., 227:381;
Marks ef al. (1991) J. Mol. Biol., 222:581. Similarly, human antibodies can be made by
introducing human immunoglobulin loci into transgenic animals, e.g., mice in which the
endogenous immunoglobulin genes have been partially or completely inactivated. Upon
challenge, human antibody production is observed, which closely resembles that scen in humans
in all respects, including gene rearrangement, assembly, and antibody repertoire. This approach
is described, for example, in U.S. Patent Nos. 5,545,807; 5,545,806; 5,569,825 5,625,126;
5,633,425; 5,661,016, and in Marks ef al. (Bio/Technology 10, 779-783 (1992)); Lonberg et al.
(Nature 368 856-859 (1994)); Morrison (Nature 368, 812-13 (1994)); Fishwild ¢ al., (Nature
Biotechnology 14, 845-51 (1996)); Neuberger (Nature Biotechnology 14, 826 (1996)); and
Lonberg and Huszar (Intemn. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)).

Human antibodies may additionally be produced using transgenic nonhuman animals
which are modified o as to produce fully human antibodies rather than the animal’s endogenous
antibodies in response to challenge by an sntigen. See PCT publication W094/02602. The
endogenous genes encoding the heavy and light immunoglobulin chains in the nonhuman host
have been incapacitated, and active loci encoding human heavy and light chain immunoglobulins
are inserted into the host’s genome. The human genes are incorporated, for example, using yeast
artificial chromosomes containing the requigite human DNA segments. An animal which
provides all the desired modifications is then obtained as progeny by crossbreeding intermediate
transgenic animals containing fewer than the full complement of the modifications. The
preferred embodiment of such a nonhuman animal is a mouse, and is termed the Xenomouse™
as disclosed in PCT publications WO 96/33735 and WO 96/34096. This animal produces B cells
which secrete fully human immunoglobulins. The antibodies can be obtained directly from the
animal after immunization with an immunogen of interest, as, for example, a preparation of a
polyclonal antibody, or alternatively from immortalized B cells derived from the animal, such as
hybridomas producing monoclonal antibodies. Additionally, the genes encoding the
immunoglobulins with human variable regions can be recovered and expressed to obtain the
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antibodies directly, or can be further modified to obtain analogs of antibodies such as, for
example, single chain Fv molecules.

An example of a method of producing a nonhuman host, exemnplified as a mouse, lacking
expression of an endogenous immunoglobulin heavy chain is disclosed in U.S. Patent No.
5,939,598. It can be obtained by a method including deleting the J scgment genes from at least
one endogenous heavy chain locus in an embryonic stem cell to prevent reammangement of the
locus and to prevent formation of a transcript of a rearranged immunoglobulin heavy chain locus,
the deletion being effected by a tarpeting vector containing a gene encoding a selectable marker;
and producing from the embryonic stem cell a transgenic mouse whose somatic and germ cells
contain the gene encoding the selectable marker.

A method for producing an antibody of interest, such as a human antibody, is disclosed in -

U.S. Patent No. 5,916,771, It includes introducing an expression vector that contains a
nucleotide sequence encoding a heavy chain into one mammalian host cell in culture, introducing
an expression vector containing a nucleotide sequence encoding a light chain into another
mammalian host cell, and fusing the two cells to form a hybrid cell. The hybrid cell expresses an
antibody containing the heavy chain and the light chain.

In a further improvement on this procedure, a method for identifying a clinically relevant
epitope on an immunogen, and a correlative method for selecting an antibody that binds
immunospecifically to the relevant epitope with high affinity, are disclosed in PCT publication
WO 99/53049.

Fab Fragments ingle Chain Antibodies

According to the invention, techniques can be adapted for the production of single-chain
antibodies specific to an antigenic protein of the invention (see e.g., U.S. Patent No. 4,946,778).
In addition, methods can be adapted for the construction of Fab expression libraries (see e.g.,
Huse, ef al. (1989) Science 246; 1275-1281) to allow rapid and effective identification of
monoclonal Fab fragments with the desired specificity for a protein or derivatives, fragments,
analogs or homologs thereof. Antibody fragments that contain the idiotypes to a protein antigen
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may be produced by techniques known in the art including, but not limited to: (i) an F(ab"),
fragment produced by pepsin digestion of an antibody molecule; (ii) an Fab fragment generated
by reducing the disulfide bridges of an F(ab"); fragment; (iii) an Fab fragment gencrated by the
treatment of the antibody molecule with papain and a reducing agent and (iv) Fv fragments.

Bispecific Antibodies

Bispecific antibodies are monoclonal, preferably human or humanized, antibodies that
have binding specificities for at least two different antigens. In the present case, one of the
binding specificities is for an antigenic protein of the invention. The second binding target is any
other antigen, and advantageously is a cell-surface protein or receptor or receptor subunit,

Methods for making bispecific antibodies are known in the art. Traditionally, the
recombinant production of bispecific antibodies is based on the co-expression of two
immunoglobulin heavy-chain/light-chain pairs, where the two heavy chains have different
specificities. (Milstein and Cuello (1983) Nature, 305:537-539. Because of the random
assoriment of immunoglobulin heavy and light chains, these hybridomas (quadromas) produce a
polential mixture of ten different antibody molecules, of which only one bas the correct
bispecific structure. The purification of the correct molecule is usually accomplished by affinity
chromatography steps. Similar procedures are disclosed in WO 93/08829, and in Traunecker ef
al. (1991) EMBO J., 10:3655-3659.

Antibody variable domains with the desired binding specificities (antibody-antigen
combining sites) can be fused to immunoglobulin constant domain sequences. The fusion
preferably is with an immunoglobulin heavy-chain constant domain, comprising at least part of
the hinge, CH2, and CH3 regions. It is preferred 1o have the first heavy-chain constant region
(CH1) containing the gite necessary for light-chain binding present in at least one of the fusions.
DNAs encoding the immunoglobulin heavy-chain fusions and, if desired, the immunoglobulin
light chain, are inserted into separate expression vectors, and are co-transfected into a suitable
host organism. For further details of generating bispecific antibodies see, for example, Suresh ef
al. (1986) Methods in Enzymology, 121:210.
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According to another approach described in WO 96/27011, the interface between a pair
of antibody molecules can be engineered to maximize the percentage of heterodimers which are
recovered from recombinant cell culture. The preferred interface comprises at least a part of the
CH3 region of an antibody constant domain. In this method, one or more small amino acid side
chains from the interface of the first antibody molecule are replaced with larger side chains (e.g.
tyrosine or tryptophan). Compensatory “cavities” of identical or similar size o the large side
chain(8) are created on the interface of the second antibody molecule by replacing large amino
acid side chains with smaller ones (e.g. alanine or threonine). This provides a mechanism for
increasing the yield of the heterodimer over other unwanted end-products such as homodimers.

Bispecific antibodies can be prepared as fuil length antibodies or antibody fragments (e.g.
F(ab"); bispecific antibodies). Techniques for genersting bispecific antibodies from antibody
fragments have been described in the literature. For example, bispecific antibodies can be
prepared using chemical linkage. Brennan ef al. (1985) Science 229:81 describe a procedure
wherein intact antibodies are proteolytically cleaved to generate F(ab'), fragments. These
fragments are reduced in the presence of the dithiol complexing agent sodium arsenite to
stabilize vicinal dithiols and prevent intermolecular disulfide formation. The Fab’ fragments
generated are then converted to thionitrobenzoate (TNB) derivatives. One of the Fab’-TNB
derivatives is then reconverted to the Fab’-thiol by reduction with mercaptoethylamine and is
mixed with an equimolar amount of the other Fab’-TNB derivative to form the bispecific
antibody. The bispecific antibodies produced can be used as agents for the selective
immobilization of enzymes.

Additionally, Fab’ fragments can be directly recovered from E. coli and chemically
coupled to form bispecific antibodies. Shalaby ef al. (1992) J. Exp. Med. 175:217-225 describe
the production of a fully humanized bispecific antibody F(ab"); molecule. Each Fab’ fragment
was sepanately secreted from E. coli and subjected to directed chemical coupling in vitro to form
the bispecific antibody. The bispecific antibody thus formed was able to bind to cells
overexpressing the ErbB2 receptor and normal human T cells, as well as trigger the lytic activity
of human cytotoxic lymphocytes against human breast tumor targets.
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Various techniques for making and isolating bispecific antibody fragments directly from
recombinant cell culture have also been described. For example, bispecific antibodies have been
produced using leucine zippers. Kostelny ef al. (1992) J. Immunol. 148(5):1547-1553. The
leucine zipper peptides from the Fos and Jun proteins were linked to the Fab® portions of two
different antibodies by gene fusion. The antibody homodimers were reduced at the hinge region
to form monomers and then re-oxidized to form the antibody heterodimers. This method can
also be utilized for the production of antibody homodimers. The “diabody™ technology described
by Hollinger et al, (1993) Proc. Nat). Acad. Sci. USA 90:6444-6448 has provided an alternative
mechanism for making bispecific antibody fragments. The fragments comprise a heavy-chain
variable domain (V) connected to a light-chain variable domain (V) by a linker which is too
ghort to allow pairing between the two domains on the same chain. Accordingly, the Vyand V,
domains of one fragment are forced to pair with the complementary Vi and Vy domains of
another fragment, thereby forming two antigen-binding sites. Another strategy for making
bispecific antibody fragments by the use of single-chain Fv (sFv) dimers has also been reported.
See, Gruber ef al. (1994) J. Immunol. 152:5368.

Antibodies with more than two valencies are contemplated. For example, trispecific
antibodics can be prepared. Tutt ef al. (1991) J. Immunol. 147:60.

Exemplary bispecific antibodies can bind to two different epitopes, at least one of which
originates in the protein antigen of the invention. Alternatively, an anti-antigenic arm of an
immunoglobulin molecule can be combined with an arm which binds to a triggering molecule on
a leukocyte such as a T-cell receptor molecule (e.g. CD2, CD3, CD28, or B7), or Fc receptors for
IgG (Fc R), such as Fc RI (CD64), Fe R1I (CD32) and Fc RIII (CD16) so as to focus cellular
defense mechanisms to the cell expressing the particular antigen. Bispecific antibodies can also
be used to direct cytotoxic agents to cells which express a particular antigen. These antibodies
possess an antigen-binding arm and an arm which binds a cytotoxic agent or a radionuclide
chelator, such as EOTUBE, DPTA, DOTA, or TETA. Another bispecific antibody of intcrest
binds the protein antigen described herein and further binds tissue factor (TF).
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Pharmaceutical Compositions

The 1L-21 modulators described herein can be conveniently provided in pharmaceutical
compositions. The compositions are preferably suitable for internal use and include an effective
amount of a pharmacologically active compound of the invention, alone or in combination, with
one or more pharmaceutically acceptable carriers. The compounds are especially useful in that
they bave very low, if any toxicity.

In practice, the compounds or their pharmaceutically acceptable salts, are administered in
amounts which will be sufficient to effect the desired change, i.e., an increase or decrease in IL-
21 levels, and are used in the pharmaceutical form most suitable for such purposes.

For instance, for oral administration in the form of a tablet or capsule (e.g., a gelatin
capsule), the active drug component can be combined with an oral, non-toxic pharmaceutically
acceptable inert carrier such as ethanol, glycerol, water and the like. Moreover, when desired or
necessary, suitable binders, lubricants, disintegrating agents and coloring agents can alzo be
incorporated into the mixture. Suitable binders include starch, magnesium aluminum silicate,
starch paste, gelatin, methyiceliulose, sodium carboxymethylceltulose and/or
polyvinylpyrrolidone, natural sugars such as glucose or beta-lactose, com sweeleners, natural and
synthetic gums such as acacia, tragacanth or sodium alginate, polyethylene glycol, waxes and the
like. Lubricants used in these dosage forms include sodium oleate, sodium stearate, magnesjum
stearate, sodium benzoate, sodium acetate, sodium chloride, silica, talcum, stearic acid, its
magnesium or calcium salt and/or polyethyleneglycol and the like. Disintegrators includ:s,
without limitation, starch, methyl celiulose, agar, bentonite, xanthan gum starches, agar, alginic
acid or its sodium salt, or effervescent mixtures, and the like. Diluents, include, e.g., lactose,
dextrose, sucrose, mannitol, sorbitol, celiulose and/or glycine.

Injectable compositions are preferably aqueous isotonic solutions or suspensions, and
suppositories are advantageously prepared from fatty emulsions or suspensions. The
compositions may be sterilized and/or contain adjuvants, such as preserving, stabilizing, wetting i
or emulsifying agents, solution promoters, salts for regulating the osmotic pressure and/or
buffers. In addition, they may also contain other therapeutically valuable substances. The
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compositions are prepared according to conventional mixing, granulating or coating methods,
respectively, and contain about 0.1 to 75%, preferably about 1 to 50%, of the active ingredient.

The compounds of the invention can algo be administered in such oral dosage forms as
timed release and sustained release tablets or capsules, pills, powders, granules, elixers, tinctures,
suspensions, syrups and emulsions.

Liquid, particularly injectable compositions can, for example, be prepared by dissolving,
dispersing, etc. The active compound is dissolved in or mixed with a pharmaceutically pure
solvent such as, for example, water, saline, aqueous dextrose, glycerol, ethanol, and the like, to
thereby form the injectable solution or suspension. Additionally, solid forms suitable for
dissolving in liquid prior to injection can be formulated. Injectable compositions are preferably
aqueous isotonic solutions or suspensions. The compositions may be sterilized and/or contain
adjuvants, such as preserving, stabilizing, wetting or emulsifying agents, solution promoters,
salts for regulating the osmotic pressure and/or buffers. In addition, they may also contain other
therapeutically valuable substances.

The compounds of the invention can be administered in intravenous (both bolus and
infusion), intraperitoneal, subcutaneous or intramuscular form, all using forms well known to
those of ordinary gkill in the pharmaceutical arts. Injectables can be prepared in conventional
forms, either as liquid solutions or suspensions.

Parenteral injectable administration is generally used for subcutaneous, intramuscular or
intravenous injections and infusions. Additionally, one approach for parenteral administration
employs the implantation of a slow-release or sustained-released systems, which assures that a
constant level of dosage is maintained, according to U.S. Pat. No. 3,710,795, incorporated herein
by reference.

Furthermore, preferred compounds for the invention can be administered in intranasal
form via topical use of suitable intranasal vehicles, or via transdermal routes, using those forms
of transdermal skin patches well known to those of ordinary skill in that art. To be administered
in the form of a transdermal delivery system, the dosage administration will, of course, be
continuous rather than intermittent throughout the dosage regimen. Other preferred topical
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preparations include creams, ointments, lotions, aerosol sprays and gels, wherein the
concentration of active ingredient would range from 0.1% to 15%, w/w or w/v.

For so0lid compositions, excipients include pharmaceutical grades of mannitol, lactose,
starch, magnesium stearate, sodium saccharin, talcum, cellulose, glucose, sucrose, magnesium
carbonate, and the like may be used. The active compound defined above, may be also
formulated as suppositories using for example, polyalkylene glycols, for example, propylene
glycol, as the carrier. In some embodiments, suppositories are advantageously prepared from
fatty emulsions or suspensions.

The compounds of the invention can also be administered in the form of liposome
delivery systems, such as small unilamellar vesicles, large unilamellar vesicles and multilamellar
vesicles. Liposomes can be formed from a variety of phospholipids, containing cholesterol,
stearylamine or phosphatidylcholines. In some embodiments, a film of lipid components is
hydrated with an aqueous solution of drug to a form lipid layer encapsulating the drug, as
described in U.S. Pat. No. 5,262,564.

Compounds of the invention may also be delivered by the use of monoclonal antibodies
a8 individual carriers to which the compound molecules arc coupled. The compounds of the
invention may also be coupled with soluble polymers as targetable drug carriers. Such polymers
can include polyvinylpyrrolidone, pyran copolymer, polyhydroxypropyl-methacrylamide-phenol,
polyhydroxyethylaspanamidephenol, or polyethylencoxidepolylysine substituted with pal_mitoyl
residues. Furthermore, the compounds of the invention may be coupled to a class of '
biodegradable polymers useful in achieving controlled release of a drug, for example, polylactic
acid, polyepsilon caprolactone, polyhydroxy butyric acid, polyorthoesters, polyacetals,
polydihydropyrans, polycyanoacrylates and cross-linked or amphipathic block copolymers of
hydrogels.

The nucleic acid molecules of the invention can be inserted into vectors and used as gene
therapy vectors. Gene therapy vectors can be delivered to a subject by, for example, intravenous
injection, local administration (see, e.g., U.S. Patent No. 5,328,470) or by stereotactic injection
(see, e.g., Chen, et al., 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3054-3057). Pharmaceutical
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preparation of the gene therapy vector can include the gene therapy vector in an acceptable
diluent, or can comprise a slow release matrix in which the gene delivery vehicle is imbedded.
Alternatively, where the complete gene delivery vector can be produced intact from recombinant
cells, e.g., retroviral vectors, the pharmaceutical preparation can include one or more cells that
produce the gene delivery system.

If desired, the pharmaceutical composition to be administered may also contain minor
amounts of non-toxic auxiliary substances such as wetting or emulsifying agents, pH buffering
agents, and other substances such as for example, sodium acetate, triethanolamine oleate, etc.

The dosage regimen utilizing the compounds is selected in accordance with a variety of
factors including type, species, age, weight, sex and medical condition of the patient; the severity
of the condition to be treated; the route of administration; the renal and hepatic function of the
patient; and the particular compound or salt thereof employed. An ordinarily skilled physician or
veterinarian can readily determine and prescribe the effective amount of the drug required to
prevent, counter or arrest the progress of the condition.

Oral dosages of the invention, when used for the indicated effects, will range between
about 0.05 to 1000 mg/day orally. The compositions are preferably provided in the form of
scored tablets containing 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0, 25.0, 50.0, 100.0, 250.0, 500.0 and 1000.0
mg of active ingredient. Effective plasma levels of the compounds of the invention range from
0.002 mg to 50 mg per kg of body weight per day.

Compounds of the invention may be administered in a single daily dose, or the total daily
dosage may be administered in divided doses of two, three or four times daily.

Any of the above pharmaceutical compositions may contain 0.1-99%, preferably 1-70%
of the [L-21, IL-21 receptor, [L-21 agonist, or [L-21 antagonist.

If desired, the pharmaceutical compositions can be provided with an adjuvant. Adjuvants
are discussed above. In some embodiments, adjuvants can be used to increase the
immumological response, depending on the host species, include Freund's (complete and
incomplete), mineral gels such as aluminum hydroxide, surface active substances such as
lysolecithin, pluronic polyols, polyanions, peptides, oil emulsions, kcyhole limpet hemocyanin,
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dinitrophenol, and potentially useful human adjuvants such as BCG (bacille Calmette-Guerin)

and Corynebacterium parvum. Generally, animals are injected with antigen using several
injections in a series, preferably including at least three booster injections.

The invention will be further illustrated in the following non-limiting gxamples.
Examples 1-8 were pexrformed using the following materials and methods.

EXAMPLES
Mice
Unless indicated otherwise, CS7BL/6 mice of 6-8 weeks of age were used in all
experiments. Stat6-deficient mice on C57BL/6-deficient background were gencrated as
described in Kaplan, M_H., et al., Immunity 4: 313-9, 1996.

Lymphocyte preparation and culture

Lymphocytes were cultured in RPMI 1640 supplemented -as described in (Kaplan, M.H.,

et al., Immunity 4: 313-9, 1996), Nalve Thp cells were purified from lymph node and spleens by

cell sorting using anti-CD4 and anti-CD26L (Pharmingen; BD Life Sciences, San Diego, CA) to
95-98% purity.

Antibadies and cytokines

T-bet specific antiserum was prepared as described in (Szabo, S.J. et al., Cell 100: 655-
69, 2000). Antibodies specific for Stat4, Statl, and actin were obtained from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). An antibody specific for phosphorylated Stat4 was obtained
from Zymed (South San Francisco, CA). The antibodies to anti-CD3, and-CD?28, L4, and

TFNy used in Th differentiation cultures were obtained from Pharmingen. Recombinant IL-4 was

obtained from Preprotech. Recombinant IL-2 was provided by Chiron (Emeryville, CA).
Recombinant [L-12 was provided by Hoffman-LaRoche (Nutley, NJ). Mouse IL-21 expressed in
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COS supematants was prepared and concentrated. One unit of activity was defined as the
concentration of supematent required to induce 50% maximal proliferation of BAF3 cells
transfected with [L-21R. Mock transfected COS supernatent, prepared and concentrated in
parallel with IL-21, was used as a control.

In vitro T helper cell differentiation

Nalve T cells were plated onto anti-CD3, anti-CD28 (1pg/ml) coated plates at 1-2 X
10%/ml in the presence of 10 ng/mi IL4, 10 pg/m anti-IFNy (Th2 conditions) or 1 ng/mi IL-12,
10pg/mi anti IL-4 (Thl conditions). Cells were expanded in IL-2 (100 U/ml) three days later.
After one week in culture, the cells were stimulated with PMA/Ionomycin, and cytokine
production was determined by intracellular cytokine staining as described in (Bird, J.J. et al,,
Immunity 9: 229-37, 1998).

RNA Analysis

Total RNA was isolated using RNeasy (Qiagen; Valencia, CA). For northern analysis,
the RNA was separated on a 1.5% agarose/6% formaldehyde gel and transferred to GeneScreen
membrane (New England Nuclear). The membrane was hybridized with radiolabeled cDNA
probes for IL-21, 11-4, IFNy, y-actin. For RealTime PCR, 1pg of RNA was primed with oligo
(dT) and converted to cDNA using Superscript (Invitrogen Life Technologies; Carlsbed, CA). 25
ng of cDNA was used as template in PCR reations using SYBR Green 2X or TagMan 2X PCR
mix (Applicd Biosystems; Foster City, CA) and analyzed in the ABI Prism 7700 Sequence
Detector (Applied Biosystems) using the following primers:
11-21 forward; 5°aagattcctgaggateegagaag-3' (SEQ ID NO:7)
IL-21 reverse: 5°geattegtgagegtctatagtgic-3’ (SEQ ID NO:8)
IL-21 TagMan probe: 5°ticccgaggactgaggagacgee-3' (SEQ ID NO:9)
IL-12Ry2 forward: 5'tticcattttigeatcaagticte3’ (SEQ ID NO:10)
IL-12Ry2 reverse: 5’ccgaictagagteageeget 3° (SEQ ID NO:11)
Stat4 forward: 5’asacctgagcccaacgacaa3’ (SEQ ID NO:12)
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Stat4 reverse: 5'agtgtccgttigeacegtcd’ (SEQ ID NO:13)
Primers and TaqMan probes for IL.-4, IFNy, and GAPDH have been published previously
(Overbergh, L., et al., Cytokine 11: 305-12 1999).

5 Immanoblot analysis
Whole cell extracts were prepared by lysing cells in 50 mM Tris, 0.5% NP40, 5 mM
EDTA, 50 mM NaCli and clearing the lysates by centrifugation. Protein extracts were separated
on an 8-10% polyacrylamide gel and transferred to an Optitran membrane (Schleicher and
Schuell; Keene, NH). The immunoblots were blocked for one hour at room temperature in 5%
@ ik in TBST (50 mM Tris Ph 7.5, 100mM NaCl, 0.03% Tween 20) and incubated with the
indicated antibody overnight at 4 degrees Centigrade. The blots were washed with TBST and
incubated with anti-rabbit HRP-conjuguated antibody (Zymed) at room temperature. After
washing the blots with 'l'BﬁT, detection was performed using enhanced chemiluminescence
(Amersham; Piscataway,NJ) according to the manufacturer’s instructions.
15
Example 1. IL-21 Is preferentially expressed in Th cells induced to develop along Th2
pathway Ia vitro.
Expression of [L-21 in Th subsets was determined. Northem analysis was performed on
mRNA from naive Thp (Th precursor) cells differentiated into Th! or Th2 celis for one week and
20  restimulated for four hours to induce cytokine production. The results are shown in FIGS. 1A-
1D. For the results ghown in FIG. 1A, Thp cells were cultured under Thl and Th2 skewing
conditions for 6 days. The cells were left resting (-) or restimulated with PMA/lonomycin (P+I)
for 4 hours. RNA was purified and assessed for cytokine expression by Northem blot. The
results shown are representative of three independent experiments. Message encoding IL-21 was
25  detected only in stimulated Th2 cells, and in contrast [L-21 message was undetectable in Thl
cultures. These results indicate that IL-21 is a Th2-specific cytokine.

To determine whether the potential to express IL-21 increases as cells develop along a
Th2 pathway, IL-21 expression in primary stimulated Thp cells was compared to I1-21 message
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expression in secondary stimulated Th2 cells. The results are shown in FIG. 1B. For the results
shown, Thp cells were cultured under neutral, Thl and Th2 skewing conditions. RNA was
purified 24 hours after primary and secondary anti-CD3 stimulation. Cytokine expression was
assessed in duplicate by RealTime PCR and shown relative to GAPDH. IL-21 message, like IL-
4, was observed to be relatively low in Thp cells after primary stimulation. In contrast, [1-21
expression was markedly increased after cells were aliowed to differentiate along the Th2
pathway. These results demonstrate that I1-21 gene expression is regulated similarly to other
Th2-specific cytokines.

The effect of cytokine milieu on [L-21 expression in differentiated cells was determined.
Th1 and Th2 cells were cultured in the presence of IL-4 and IFNy, respectively, before secondary
stimulation. Cells were responsive to these cytokines as evidenced by the activation of Stat6 and
Statl by [L-4 and IFNy.

The ability of IL-4 to restore IL-21 expression was examined. The results are shown in
FIG. 1C. Thp cells were cultured under Thl and Th2 skewing conditions for 5 days. L4 or
IFNYy were added to indicated cultures 24 hours prior to secondary stimulation with anti-CD3.
RNA was purified 24 hours after secondary stimulation and IL-21 expression was assessed in
duplicate relative to GAPDH by RealTime PCR. Addition of IL-4 to Thl cells was not able to
restore IL-21 expression to the level seen in Th2 cells. Moreover, the addition of IFNy to the
Th2 cultures had no inhibitory effect on the expression of [L-21. These results demonstrate that
expression of IL-21 in Th2 cells appears to be fixed early in Th2 differentiation and is not
modulated directly by IL-4 or IFNy.

Example 2. Th2 ceils express IL-21 duriog s Th2 immune response In vivo.

The expression of IL-21 in Th2 cells during an in vivo immune response was determined
in a pathogenic protozoan model system. Infection with the protozoan Leishmania major
provides a well-characterized model for studying the in vivo response of Th cells (Reiner, S.L., et
al., Annu Rev Immunol 13: 151-77, 1995). Some inbred mouse strains, such as C57BL/6,
infected with L. major mount a protective and effective Thi response against the pathogen.
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Conversely, other inbred mouse strains, such as BALB mouse strains, develop primarily a Th2
response and fail to clear the infection.

Both C57BL/6 and BALB/c mice were infected with L. major. Cohorts of 8 BALB/c and
C57BL/6 mice were infected with L. major in hind footpads. After 6 weeks CD4+ T cells from
draining lymph nodes were purified and stimulated with anti-CD3. RNA was purified 6 hours
afier stimulation and cytokine expression was assessed relative to GAPDH by RealTime PCR.

The results are shown in FIG. 1D. As expected, CD4+ cells from C57BL/6 infected mice
expressed more IFNy than celis from BALB/c infected mice. Consistent with & predominantly
Th2 response, CD4+ T cells from infected BALB/c mice made significantly more IL-4 than T
cells from CS7BL/6 mice. Similar to what was observed under in vitro Th2 skewing conditions,
I1.-21 was also preferentially expressed during an in vivo Th2 response in BALB/c mice. These
resuits, combined with in vitro findings (Example 1), demonstrate that IL-21 is a Th2 cytokine.

Example 3. IL~21 specifically inhibits production of IFNy in developing Th cells.

Because IL-21 shares a similar expression profile in Th cells as well as structural
similarity to IL4, the ability of IL-21, like IL4, to influence Th differentiation directly was
determined.

To determine the effect of IL-21 on Thp differentiation, Thp cells were cultured under
neutral, Thl and Th2 skewing conditions.

Purified naive Thp cells were primed under neutral, Th1, and Th2 skewing conditions in
the presence and absence of IL-21. The cytokine potential of these cells was assessed by
intracellular cytokine staining after one week in culture.

The results are shown in FIGS. 2A and 2B. For the results shown in FIG. 2A, celis were
cultured for one week in the presence of IL-21 or mock supernatants. Cytokine production was
assessed by intracellular cytokine staining four hours afier restimulation with PMA/Ionomycin.
Results are representative of at least ten experiments.

As with I1.-4, addition of IL-21 to neutral and Th1 cultures resulted in & marked reduction
in the number of IFNy producing cells (FIG. 2A, neutral and Thl conditions). The decreased
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number of IFNy producing cells in Th] cultures was confirmed by ELISPOT analysis. However,
unlike what was observed with IL-4, IL-21 by itself was unable to potentiate the production of
IL-4 producing Th2 cells (F1G. 2A, neutral condition). IL-21 treatment had no stimulating or
inhibitory effect on the generation of IL-4 producing cells under Th2 skewing conditions (FIG.
2A, Th2).

The ability of IL-21 to affect IFNy production from recently stimulated Thp cells was
determined. Purified nafve Thp cells were cultured under neutral and Thl conditions in the
presence or absence of IL-21 for 48 hours. The resulting culture supematants were examined for
IFNy production using ELISA. It was found that IL-21 reduced the amount of [FNy produced
early in differentiating cultures (FIG. 2B). Therefore, the presence of IL-21 during Th priming
affects the ability of both differentiating Th1 cells and effector cells to produce IFNy.

Example 4. 1L-21 does not directly inhibit IFNy production from Th1 effector cells.

To determine whether IL-21 directly represses production of IL-21, or instead affects
differentiation of IFNy cells, purificd naive Thp cells were cultured under Tht skewing
conditions. IL-21 or mock supernatant was added either at the beginning of culture (Day 0) or 24
hours before restimulation and analysis (Day 5). Cytokine production was assessed by
intracellular cytokine staining. The results are shown in FIG. 3A.

Unlike what was observed when IL-21 was added at Day 0, the addition of IL-21 to Th}
cultures at the end of the differentiation period had no effect on IFNy production, even though
Thl cells express [L-21R and are responsive to IL-21. This finding demonstrates the IL-21
impairs the ability of Thp cell differentiation into [IFNy-producing Th1 cells, but does not directly
inhibit IFNy production from Th1 effector cells.

Example S. 1L-21 Inhibition of IFNy is independent of Stat6.

The ability of IL-4 to inhibit the differentiation of Thl cells depends on the expression of
Stat6 (Kaplan, M.H., et al., Immunity 4; 313-9, 1996, Takeda, K. et al., Nature 380: 627-30 1996,
and Shimoda, K. et al., Nature 380: 630-3, 1996).
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In order to determine whether [L-21 mediated inhibition of IFNy production is also
dependent on Stat6, the ability of IL-21 to influence Th] differentiation in cells lacking Stat6 was
determined. Thp cells purified from wild-type or Stat6-deficient mice were cultured for one
week under Thi skewing conditions in the presence of IL-21 or mock supernatant. Cytokine
production was assessed by intracellular cytokine staining.

The results are shown in FIG. 3B. In the absence of Stat6, IL-21 was just as effective in
preventing the generation of IFNy producing cells as in the presence of Stat6. Therefore, unlike
IL-4, IL-21 does not depend on Stat6 signaling to prevent the generation of IFNy producing Th1l
cells. Additionally, these results demonstrate that the repression of TFNy induced by IL-21 is not
mediated directly through the action of IL-4.

Example 6. 1L~21 does not inhibit other Thl cytokines

To determine if IL-21 affects aspects of Th1 development in addition to inhibition of
[FNy production, the ability of I-21 treated Th1 cells to produce other Thl-associsted cytokines
was examined.

Thp cells were cultured under Th1 skewing condijtions in the presence of IL-21, or of
mock supemnatants, after which they were assessed for cytokine production by intracellular
cytokine staining after secondary stimulation.

The results are shown in FIG. 3C. Surprisingly, although the number of IFNy producing
cells is significantly reduced when IL-21 is included in the priming conditions, the same cell
population had normal numbers of IL-2 and TNFa producing cells. These results demonstrate
that that although IL-21 efficiently suppresses the ability of Th1 cells to produce IFNy, the same
cells maintain the capacity to produce Thi cells and do not default to produce Th2 cytokines.

Example 7. T-bet expression is unaffected by I1L-21

T-bet is a recently identified transcription factor that is specifically expressed in
differentiating Th1 cells and which is also capable of potently inducing IFNy. T; determine if
IL-21 treatment of differentiating Th1 cells affected the induction of T-bet expression in Th cells,
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Thp ceils were cultured under Th1 or Th2 skewing conditions. Protein extracts were harvested at
the beginning (nalve) and 48 hours after culture (Th! and Th2). T-bet and actin expression were
determined by western blot.

The results are shown in FIG. 4A. IL-21 or mock supematants were included in the
indicated cultures. As expected, T-bet expression was induced in Thl cultures and remained low
under Th2 conditions. Addition of [L-21 had no effect on T-bet expression in Th1 cells. This
result indicates that I1.-21-mdiated expression of IFNy expression is not a result of reduced T-bet
expression.

Example 8. I1-21 lnhibits IL-12 signafing.

IL-12 signaling is reported to play an important role in the development of Thl cells. Th
cells lacking IL-12R are severely compromised in their ability to produce IFNy (Wu, C., et al.,J
Immunol 159: 1658-65, 1997). Additionally, IL-12RB2 chain expression is specifically
extinguished in developing Th2 cells, an effect mediated by IL-4 (Szabo, S.J., et al., J Exp Med
185: 817-24, 1997). In order to determine if IL-21, like IL-4, affects the expression of IL-12b2
chain in Thl cells, RNA from nalve Thp cells cultured under Th1 and Th2 skewing conditions in
the presence and absence of IL-21 was analyzed for 12RB2 expression by RealTime PCR. Thp
cells were cultured under Th 1 or Th2 skewing conditions for one week. IL-21 or mock
supernatant was included in indicated cultures. RNA was harvested 24 hours after secondary
stimulation with anti-CD3 and assessed for IL-I2RB2 expression by RealTime PCR.

The results are shown in FIG. 4B. The results are representative of three independent
experiments. As expected, IL-12RB2expression was high in Th] cells when compared to Th2
cells. However, addition of IL-21 to the Thl cultures did not affect IL-12RB2 expression.
Therefore, unlike results reported for IL-4, IL-21 did not cause decreased expression of IL-
12RA2. Moreover, the high IL-12RB2 expression coupled with high TNFa and IL-2 levels
suggest that IL-21 treated Th] cells maintain many Th1 characteristics with the distinct exception
of decreased IFNy production.
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Stat4 is specifically activated by I1-12 and is reported to be a critical mediator for the
generation of IFNy producing Thl cells (Wurster, A.L., et al., Oncogene 19: 2577-84, 2000). In
order to determine if [L-21 affects the ability of IL-12 to activate STAT-4, nalve Thp cells were
activated for 48 hours in the presence or absence of IL-21. The cells were subsequently
stimulated with IL-12, and the extent of Stat4 phosphorylation was determined by western blot
analysis. Thp cells were stimulated with anti-CD3 for 48 hours in the presence of IL-21 or mock
supernatants. Protein extracts were assessed for phosphorylated Stat4 (p-Stat4), Stat4 and Statl
by western blot. Results are representative of four independent experiments.

The results are shown in FIG. 4C. Although IL-21 treated cells were found to express
normal levels of IL-12Rf2, Stat4 phosphorylation in response to IL-12 stimulation was reduced
in IL-21 treated cells. The decreased levels of phosphorylated Statd is also reflected by a
decrease in total Stat4 protein levels. As a comparison, Statl protein was unaffected by IL-21
treatment.

Stat4 RNA levels were also examined. Thp cells were cultured as described for FIG. 4C,
after which RNA was harvested and assessed for Stat4 expression in duplicate by RealTime
PCR

‘The results are shown in FIG. 4D. Results are representative of three independent
experiments. Lower levels of Stat4 RNA levels were detected. The IL-21 induced decrease in
Stat4 protein levels is likely due to a decrease in Stat4 mRNA. These findings suggest that IL-21
hinders the responsiveness of developing Thi cells to [L-12 through a reduction of Stat4 gene
expression.

Example 9. IL-21 signaling s required for limiting a Thl response in vivo.

To determine if endogenously produced I1.-21 plays a role in limiting Thi cell function in
vivo, the extent of delayed-type hypersensitivity response (DTH) was examined in IL-21R-
deficient mice. DTH is a classic Thl cell-mediated inflammatory response. IL-21R-deficient
mice backcrossed on the C57BL/6 background were generated as described in Kasian et al,,
Immunity 16:559-60, 2002. Eight week old male mice were immunized subcutaneously with
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100mg TNP-KLH (2,4,6-trinitrophenyl-keyhole limpet hemocyanin; Biosearch Technologies,
Novato, CA) emulsified in DFA at the tai] base. After six days mice were challenged with 50 pg
of TNP-KLH in one hind footpad and PBS in the contralateral hind footpad. Footpad thickness
was measured 24 hours after challenge.

The results are presented in FIG. 5A. Specific footpad swelling of wild type and IL-21R-
deficient (IL-21R-/-) mice was determined by subtracting nonspecific swelling the PBS-injected
footpad from TNP-KLH-induced swelling. Each data point represents one mouse. Horizontal
lines indicate averages. Results reflect pooling of data from two independent experiments. The
results demonstrate that wild type animals responded to antigenic challenge with robust swelling
of the footpad. Surprisingly, IL-21R-deficient mice mounted a much stronger DTH response,
resulting in an average of twice the swelling.

IFNy production was also examined in immunized mice. The results are shown in FIG.
5B. Purified CD4+ T cells from draining lymph nodes of immunized mice were stimulated in
vitro with 250 mg/ml TNP-KLH. Supematants were analyzed for IFN7 levels by ELISA. Results
shown are the average of data from two mice from cach genotype performed in duplicate. The
increased DTH response in IL-21R-deficient animals correlated with a marked increase in IFNy
production from CD4+ cells purified from the draining lymph nodes and restimulated by antigen
in vitro.

These results demonstrate that I1.-21 is involved in limiting TH1 cell responses by
suppressing the production of IFNy.

Additional embodiments are within the claims.
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What is claimed is:
(A

1. A method for inhibiting interferon gamma (IFNy) levels in a T cell or cell population,
comprising:

contacting said T cell or cell population with an IL-21 agonist in an amount sufficient to

" inhibit IFNy in said T cell or cell population, wherein the agonist is an IL-21 polypeptide

comprising an amino acid sequence at least 85% identical to SEQ ID NO: 2 and which is capable
of binding to an IL-21R.

2. The method of claim 1, further comprising identifying a T cell or cell population in
which inhibition of IFNy levels is desired.

3. A method for promoting differentiation of a Th precursor (Thp) cell or cell population
into a Th2 cell or cell population, comprising:

contacting said Thp cell or cell population with an [L-21 agonist in amount sufficient to
induce differentiation of said Thp cell or cell population into 2 Th2 cell or cell population,
wherein the agonist is an IL-21 polypeptide comprising an amino acid sequence at least 85%
identical to SEQ ID NO: 2 and which is capable of binding to an IL-21R.

4. The method of claim 3, further comprising identifying & Thp cell or cell population in
which differentiation into a Th2 cell or cell population is desired.

5. A method of inhibiting differentiation of a Thp cell or cell population into a Thi cell
or cell population, comprising:

contacting said Thp cell or cell population with an IL-21 agonist in an amount sufficient
to inhibit differentiation of said Thp cell or cell population into a Th1 cell or cell population,
wherein the agonist is an IL-21 polypeptide comprising an amino acid sequence at least 85%
identical to SEQ ID NO: 2 and which is capable of binding to an [L-21R.
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6. The method of claim 5, further comprising identifying a T cell population in which
inhibition of differentiation of said Thp cell or cell population into a Th1 cell or cell population is
desired.

7. The method of any of claim 1, 3 or 5, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:2.

8. The method of any of claim 1, 3 or 5, wherein the contacting step is carried out ex

vivo, in vitro, or in vivo.

9. The method of any of claim 1, 3 or 5, wherein the contacting step is carried out ina

mammalian subject.
10. The method of claim 9, wherein the mammalian subject is a human.

11. A method for inhibiting differentiation of a Th precursor (Thp) cell or cell population
into a Th2 cell or cell population, comprising:

contacting said Thp cell or population with an antagonist of an interleukin-21 (IL-21)1L-
21 receptor (IL-21R) in an amount sufficient to inhibit differentiation of said Thp cell or cell
population into said Th2 cell population, wherein the antagonist is selected from the group
consisting of an anti-[L21R antibody, an antigen-binding fragment of an anti-IL2tR antibody and
a soluble fragment of an IL-21R.

12. The method of claim 11, further comprising identifying a T cell or cell population in
which an inhibition of differentiation of Thp cell or cell population into a Th2 cell or cell

population is desired.

13. A method for increasing interferon gamma (IFNy) levels in a T cell or cell
population, comprising:
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contacting said T cell or cell population with an antagonist of an IL-21/1L-21R in an
amount sufficient to increase IFNy levels in said T cell or cell population, wherein the antagonist
is selected from the group consisting of an anti-IL21R antibody, an antigen-binding fragment of
an anti-IL2]R antibody and a soluble fragment of an IL-21R.

14. The method of claim 13, further comprising identifying a T cell population in which

an increase in IFNy levels is desired.

15. The method of claim 11 or 13, wherein the soluble fragment of an IL-21R comprises
an extracellular region of an IL-21 Receptor.

16. The method of claim 15, wherein the soluble fragment comprises an amino acid
sequence at least 85% identical to amino acids 20 to 235 of SEQ ID NO: 4 and which is capable

of binding IL-21.

17. The method of claim 15, wherein the soluble fragment comprises amino acids ] to
235 of SEQ ID NO:4.

18. The method of claim 15, wherein the soluble fragment further comprises an Fe
fragment.

19. The method of claim 11 or 13, wherein the antagonist is an anti-IL21R antibody or an
antigen-binding fragment thereof.

20. The method of claim 12, wherein the T cell population comprises at least one Thl

cell.

21. The method of claim 11 or 13, wherein the contacting step is carried out ex vivo, in

vitro or in vivo.
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22. The method of claim 21, wherein contacting step is carried out in a mammalian
subject.

23. The method of claim 22, wherein the mammalian subject is 8 human.
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METODOS Y COMPOSICIONES PARA MODULAR EL DESARROLLO Y LA

FUNCION DE LAS CELULAS T HELPER (Tg)

CAMPO DE LA INVENCIOM
La invencién se relaciona con moduladores de la
IL-21, por ejemplo, la actividad o los niveles de la IL-21
humana, y sus usos para modular las células T, por ejemplo,

el desarrcllo y funcién de las células T helper (Th).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los subconjuntos de 1las células T helper
(Th), se distinguen por su capacidad para producir
distintos patrones de <citocina y promover respuestas
inmunes especificas. Las células Thl producen IFNy y
promueven la inmunidad mediada por las células, dirigida
hacia los patégenos intracelulares. En contraste, las
células Th2 producen las citocinas IL-4, IL-5 e IL-13,
activan los mastocitos y los eosinéfilos, y dirigen las
células B contra los patdgenos extracelulares. La
desrequlacién de las respuestas de Th puede resultar en
inmunopatologia, en que las respuestas aberrantes de Thl
pueden ser responsables de autoinmunidad especifica de los
érganos, y las respuestas de Th2 exageradas se han asociado

con enfermedades alérgicas.
ias citocinas especificas producidas por las
células Th polarizadas, son los efectores principales que

promueven la diferenciacién de las células Th precursoras,
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pero estas células también regulan de manera cruzada las
otras actividades funcionales del subconjunto. Por
ejemplo, se reporta que la IL-4 es un factor potente para
promover la diferenciacién de 1las células Thp a las
efectoras Th2. Ademids, la IL-4 antagoniza la produccién de
IFNy. La IL-10, otra citocina producida por las células
Th2, también se ha descrito que inhibe el desarrollo de Thl
y la funciédn del macréfago inducida por IFNy. De manera
inversa, el IFNy producido por las c¢élulas Thl, amplifican
el desarrcllo de Thl e inhibe la expansién de las células
Th2. La capacidad de estas citocinas para promover el
desarrollo de subconjuntos de células Th especificas,
mientras que inhibe simultédneamente el destine del

desarrollo alterno, resulta en una respuesta polarizada

progresivamente.

SOMARIO DE LA TNVEWCION

La invencién se basa en parte en el
descubrimiento de que la citocina interleucina-21 (IL-21),
se expresa por un subconjunto de células T helper (Th), las
células Th2, e inhibe selectivamente 1los niveles de
interferén y (IFNy) durante el desarrollo de las células
Thl. Mas especificamente, se muestra aqui gue la IL-2]1 se
expresa de manera preferida por las células Th2 generadas
in vitro e in vivo. En una modalidad, la exposicién de las
células Th en desarrollo a IL-21, reduce especificamente

los niveles de IFNy de las células Thl en désarrollo, Y por
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lo tanto, potencia las respuestas de Th2. Ademés, 1la
exposicién de las células Th en desarrcllo a IL-21, reduce
la sefializacién de Stat4, por ejemplo, reduciendo la
proteina Statd4d y/o la expresién del ARNm, modulando por lo
tanto la capacidad de respuesta de las células Th a otras
citocinas, por ejemplo, IL-12. Asi, sge describen métodos y
composiciones para modular el desarrollo y la actividad de
las células Th. Los métodos y las composiciones, por
ejemplo, agonistas o antagonistas de IL-21, descritos aqui,
son Gtiles en el tratamiento (por ejemplo, curacién,
aminoracién, retraso o prevencién del inicic de, o
prevencién de la recurrencia o recaida de) o prevencién, de
trastornos o condiciones asociados con las células Th y/o
el IFNy, tales como trastornos ascociados con Th2, por
ejemplo, asma, alergia y trastornos asociados con el
anticuerpoc (por ejemplo, artritis reumatoide, esclerosis
miltiple y lupus); y trastornos asociados con Thl, por
ejemplo, trastornos autoinmunes (por ejemplo, esclerosis
miltiple, artritis reumatoide, diabetes del tipo I,
enfermedad de Crohn, psoriasis y myasthenia gravis, entre
otros).

En un aspecto, la invencidén tiene como
caracteristica un método para inhibir, por ejemplo, reducir
o eliminar los niveles de interferdn gamma (IFNy), en una
célula o poblacién de células T. El método proporciona,
por ejemplo, inhibir la actividad, expresién, secrecién o

procesamiento del IFNy en una célula T, por ejemplo, una
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célula precursora de la célula T {una célula Thp), o una
célula Thl (por ejemplo, una célula Thl diferenciadora o
una célula Th efectora), o en una poblacién de células T
del mismo. EI1l método incluye poner en contacto la célula o
poblacién de células T con un agonista de IL-21 en una
cantidad suficiente para inhibir el IFNy (por ejemplo,
reducir o eliminar), en la célula o poblacién de células T,
de manera que el agonista es un polipéptide de IL-21 que
comprende una secuencia de aminodcidos, que es al menos B85%
idéntica a la SEQ ID NO: 2, y la cual es capaz de unirse a
un IL-21R. En algunas modalidades, el método incluye
ademas identificar una célula o poblacién de células T en
la cual se desea la inhibicién de los niveles de IFNy.

En otro aspecto, la invencién tiene como
caracteristica un método para promover la diferenciacién de
una célula o poblaciébn de células precursoras de Th (Thp)
en una célula o poblacién de células Th2. En una
modalidad, el método incluye poner en codntacto una célula o
poblacién de células Thp con un agonista de IL-21 en una
cantidad suficiente para inducir la diferenciacién de 1la
célula o poblacién de células Thp en una célula o poblacibn
de células Th2, y el agonista es un polipéptido de IL-21
que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 85%
idéntica a la SEQ ID NO: 2, y que es capaz de unirse a un
IL-21R. En algunas modalidades, el métodoc incluye ademas
identificar una célula o poblacién de células Thp en la

cual se desea la diferenciacién en una célula o poblacién
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de células Th2.

En otro aspecto, la invencién tiene como
caracteristica un método para inhibir la diferenciacién de
una célula o poblacién de células Thp en una célula o
poblacién de células Thl. E1l método incluye poner en
contacto la célula o poblacién de células Thp con un
agonista de IL-21 en una cantidad suficiente para inhibir
la diferenciacién de la célula o poblacién de células Thp
en una célula o poblacién de células Thl, y el agonista es
un polipéptido de 1IL-21, que tiene una secuencia de
aminoacidos que es al menos B5% idéntica a la SEQ ID NO: 2,
Yy que es capaz de unirse a un IL-21R. En una modalidad,
este método incluye ademds identificar una poblacién de
células T, en la cual se desea 1la inhibicién o 1la
diferenciacién de la célula o poblacién de células Thp en
una célula o poblacién de células Thl.

En alqunas modalidades de estos métodos, el
polipéptido incluye la secuencia de aminodcidos de la SEQ
ID NO: 2. En algunas modalidades de estos métodos, el paso
de poner en contacto se lleva a cabo ex vivo, in vitro, o
in vivo. Un sujeto adecuado para los métodos ex wvivo o in
vivo incluye un sujeto mamifero, por ejemplo, un humano.

En otro aspécto, la invencidén tiene como
caracteristica un método para inhibir la diferenciacién de
una célula o poblaciédn de células Th precursoras (Thp} en
una célula o poblacién de células Th2. El1 método incluye

poner en contacto la célula o poblacién de células Thp con
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un antagonista de una interleucina-21 (IL-21)/receptor de
IL-21 (IL-21 R), en una cantidad suficiente para inhibir la
diferenciacién de la célula o poblacién de células Thp en
la poblacién de células Th2, y el agonista se selecciona
del grupo que consiste de un anticuerpo anti-IL21R, un
fragmento que se une al antigenc de un anticuerpo anti-
IL21R y un fragmento soluble de un IL-21R. El método
opcionalmente incluye ademAs, identificar una célula o
poblacién de células T en la cual se desea una inhibicién
de la diferenciacién de la célula o poblacién de células
Thp en una célula o poblacién de células Th2. En algunas
modalidades, la poblacién de células T incluye al menos una
célula Thl.

En algunas modalidades, el fragmento soluble de
un IL-21R, incluye-una regién extracelular de un receptor
de IL-21. Por ejemplo, el fragmento soluble puede incluir
una secuencia de aminoacidos al menos 85% idéntica a los
aminodcidos 20 a 235 de la SEQ 1D NO: 4, y que es capaz de
unirse a IL-21; de manera alterna, el fragmento soluble
incluye los aminoacidos 1 a 235 de la SEQ ID NO: 4. En las
modalidades relacionadas, el fragmento soluble incluye
ademéds un fragmento Fc. En ain otra modalidad, el
antagonista es un anticuerpo anti-ILZ21R o un fragmento gque
se une al antigeno del anticuerpo anti-JL21R.

En auin otra modalidad, el paso de poner en
contacto se lleva a cabo ex vivo, in vitro o in vivo. El

paso de poner en contacto puede llevarse a cabo en un

Al
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sujeto mamifero, por ejemplo, el sujeto mamifero es un
humano.

En otro aspecto, la invencién tiene como
caracteristica un método para incrementar los niveles de
interferédn gamma (IFNy) en una célula o poblacién de
células T. El método en una modalidad, incluye poner en
contacto la célula o poblacién de células T con un
antagonista de IL-21/IL-21R en una cantidad suficiente para
incrementar los niveles de IFNy en la célula o poblacién de
células T, y el antagonista se selecciona del grupo que
consiste de un anticuerpo anti-IL21R, un fragmento que se
une al antigeno de un anticuerpo anti-IL21R y un fragmento
soluble de un IL-21R. Una modalidad de este método incluye
ademds identificar una poblacién de células T en la cual se
desea un incremento en los niveles de IFNy.

En algunas modalidades, el fragmento soluble de
un IL-21R incluye una regién extracelular de un Receptor de
I1L-21. Por ejemplo, en algunas modalidades, el fragmento
soluble comprende una secuencia de aminodcidos al menos 85%
idéntica a los aminodcidos 20 a 235 de la SEQ ID NO: 4, y
que es capaz de unirse a 1IL-21; de manera alterna, el
fragmento soluble incluye los aminodcidos 1 a 235 de la SEQ
ID NO: 4. En las modalidades relacionadas, el fragmento
soluble incluye ademds un fragmento Fc. En atn otra
modalidad, el antagonista puede ser un anticuerpo anti-
IL21R ¢ un fragmento gque se une a un antigeno del

anticuerpo anti-IL21R.
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En aGn otra modalidad relacionada, el paso de
poner en contacto, se lleva a cabo ex vivo, in vitro o in
vive. En algunas modalidades, el paso de poner en contacto
se realiza en un sujeto mamifero, por ejemplo, un humano.

A menos que se define a de otra manera, todos los
términos técnicos y cientificos utilizados aqui, tienen los
mismos significados como se entiende cominmente por alguien
con experiencia en 1la técnica a la cual pertenece esta
invencién. Aunque pueden utilizarse métodos y materiales
similares o equivalentes a aquéllos descritos aqui, en la
prédctica o prueba de la invencidén, los métodos y materiales
adecuados se describen a continuacién. - Todas las
publicaciones, 8solicitudes de patente, patentes y otras
referencias mencionadas aqui, se incorporan como referencia
en su totalidad. En caso de conflicto, regirad la presente
especificacién, incluyendo 1as_definiciones. Ademés, los
materiales, métodos y ejemplos son ilustrativos dnicamente,
y no pretenden ser limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién
serdn evidentes a partir de la siguiente descripcién

detallada y las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Figura 1A es una representacién de un anélisis
de hibridacién de transferencia Northern que examina la
expresién de la IL-21, IL-4, IFNy, y actina y bajo varias

condiciones sesgadas para Thl y Th2 descritas en los
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Ejemplos anexos.

La Figura 1B es un histograma que muestra el
nivel de ARNm de IL-21 con relacién a la ARNm de GAPDH en
las células Thl y Th2 después de la estimulacién primaria y
secundaria.

La Figura 1C es un histograma que muestra el
nivel de ARNm de IL-21 con relacién al ARNm de GAPDH en las
células Thl y Th2 primarias y secundarias cultivadas en a
presencia o ausencia de IL-4 e IFNy.

La Figura 1D es un histograma gque muestra el
nivel de ARNm de IL-21, el ARNm de IL-4 y el ARNm de IFNy
con relacién al ARNm de GAPDH en ratones C57BL/g y BALB/c,
después de la infeccién con L., major.

La Figura 2A es una representacién grafica de la
produccidén de la citocina IL-4 e IL-21 en las células Thp
cultivadas bajo condiciones neutras, o condiciones sesgadas
para Thl.

La Figura 2B es un histograma que muestra la
produccién de IFNy en células Thp tratadas con IL-21 o
tratadas por simulacro.

La Figura 3A es una representacién gréfica de la
produccién de IL-4 e IFNyYy en las células Thp cultivadas
bajo condiciones sesgadas para Thl en la presencia o
ausencia de IL-22.

La Figura 3B es una representacién grafica de la
produccién de IL-4 e IFNy en células Thp tratadas con IL-21

o tratadas por simulacro en condiciones sesgadas para Thl,
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de ratones del tipo silvestres y Staté-/-.

La Figura 3C es una representacién gréafica de la
expresién de IFNy, IL-2 y TNFa en las células Thl tratadas
con IL-21 o tratadas por simulacro de ratones del tipo
silvestre y Stat6-/-.

La Fiqura 4A es una representacibén del anédlisis
de la transferencia western de los niveles de T-bet y de
proteina actina en las células Thp cultivadas bajo
condiciones sesgadas para Thl o Th2.

La Figura 4B es un histograma que muestra los
niveles relativos del ARNm de IL-12RB2 con relacién a los
niveles en las células Thl.

La Figura 4C es una representacidén de un andlisis
de transferencia western de los niveles de Statd
fosforilada, Stat4, Statl y polipéptido de IL-12 en las
células Thp estimuladas con anti-CD3 en la presencia de
sobrenadantes de IL-21 o simulados.

La Fiqura 4D es un histograma que muestra los
niveles de ARNm de Statd4 con relacién al ARNm de GAPDH en
células Thp tratadas con IL-21 por simulacro, estimuladas
con anti-CD3 durante 48 horas en la presencia de
sobrenadantes de IL-21 o simulados. ARNm de IL-4 e IFNy.

La Figura S5A es una grafica que muestra la
hinchazén especifica en ratones del tipe silvestre e IL21-
21R-/- inmunizados con TNP-KLH inyectados posteriormente
con TNP-KLH o PBS.

La Figura 5B es un histograma que muestra la
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produccién de IFNy en las células T CD4+ purificadas de los
nodos linfaticos drenantes de ratones del tipo silvestre e
IL21-21R-/- inmunizados con TNP-KLH reestimulados por el

antigeno.

DESCRIPCION DETALLADA DE cIéN

La invencién proporciona métodos y composiciones
para modular la diferenciacién, desarrollo y actividad de
las células T helper, modulando la interaccién entre la IL-
21 y el receptor de la IL-21. La IL-21, o agentes que
incrementan los niveles de la IL-21 o el receptor de la IL-
21 en una poblacién de células, se agregan a una poblacidn
de células T helper para suprimir los niveles de IFNy en
una poblacién de células Thp o Thl. La IL-21, o agentes
que incrementan los niveles de IL-21, también pueden
utilizarse para promover el desarrollec de Th2, o para
potenciar las respuestas inmunes mediadas por Th2 y/o
suprimir el desarrollo de Thl.

La IL-21, o agentes que incrementan los niveles
de IL-21, también pueden utilizarse para inhibir los
efectos de la IL-12 en una poblacién de células T helper.
La IL-21 o agentes que incrementan los niveles de IL-21 o
actilan de otra manera como agonistas de la IL-21, pueden
utilizarse para suprimir las enfermedades mediadas por Thl
tales como enfermedades autoinmunes, esclerosis miltiple,
artritis reumatoide, y diabetes del tipo I.

En un aspecto, la invencién tiene como
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caracteristica un método para modular, por ejemplo,
incrementar o reducir o inhibir la actividad o el nivel del
interferén gamma (IFNy) en una célula, por ejemplo, una
célula T, o una poblacidén de células, por ejemplo, una
poblacién de células T. Por ejemplo, se proporciona un
método para modular uno o mds de: actividad, expresién,
secrecidn o procesamiento del IFNyY, en una célula T, por
ejemplo, en una célula precursora de la célula T (una
célula Thp), o una célula Thl (por ejemplo, una célula Thl
diferenciadora o una célula Th efectora), o una poblacién
de células T del mismo. El método incluye:

(opcionalmente) identificar wuna célula, peor
ejemplo, una célula T, o una poblacién de células, por
ejemplo, una poblacién de células T, en la cual se desea la
modulacién (por ejemplo, incremento o reduccién) de 1la
actividad o nivel del IFNy; y

poner en contacto la célula o la poblacién de
células con una cantidad de un modulador de IL-21, por
ejemplo, un agonista o antagonista de IL-21, suficiente
para modular (por ejemplo, incrementar o reducir) 1la
actividad o nivel del IFNy en la célula o poblacién de
células.

El método objeto puede utilizarse en células en
cultivo, por ejemplo, in vitro o ex vivo. Por ejemplo, las
células inmunes, por ejemplo, las células T como se
desacriben aqui, pueden cultivarse in vitro en un medio de

cultivo y el paso de poner en contacto, puede efectuarse

11
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agregando unc © mds moduladores de IL-21 (por ejemplo, un
agonista o antagonista de IL-21), al medio de cultivo. De
manera alterna, el método se realiza en células (por
ejemplo, células inmunes o T como se describe aqui),
presentes en un sujeto, por ejemplo, como parte de un
protocolo in vivo (por ejemplo, terapéutico o
profilactico).

En una modalidad, se proporciona un método para
reducir o inhibir la actividad o nivel del IFNy en una
célula, por ejemplo, una célula T (por ejemplo, en una
célula precursora de una célula T (una célula Thp), o una
célula Thl (por ejemplo, una célula Thl diferenciadora o
una célula Th efectora)), o una poblacidén de células del
mismo. El método incluye (opcionalmente) identificar una
célula, por ejemplo, una célula T, o una poblacién de
células, por ejemplc, una poblacién de células T, en la
cual se desea la reduccién o inhibicién de la actividad o
nivel del IFNy; y poner en contacto la célula o 1la
poblacién de células con una cantidad de un agonista de IL-
21, suficiente para reducir o inhibir la actividad o el
nivel de IFNy en la célula o la poblacién de células. De
manera preferida, el agonista de IL-21 inhibe
especificamente los niveles o la actividad del IFNy, por
ejemplo, no reduce o inhibe la actividad o nivel de otras
citocinas tales como IL-2 o TNFa. En una modalidad, el
agonista de IL-21 inhibe la produccidén de IFNy mediante una

célula que produce IFNy, por ejemplc, una célula Thl que
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produce IFNy.

En otras modalidades, la invencién proporciona un
método para reducir los niveles o actividad del IFNy en un
sujeto. El método incluye (opcionalmente), identificar un
sujeto en el cual se desea la reduccién de los niveles o la
actividad del IFNy; y administrar al sujeto una cantidad de
un agonista de IL-21 suficiente para reducir los niveles o
la actividad del IFNy. E1l IFNy puede medirse utilizando
técnicas conocidas en el campo, por ejemplo, tincidén de la
citocina intracelular, o la técnica ELISA para determinar
los niveles en los sobrenadantes celulares.

El agonista de IL-21 puede ser un polipéptido de
IL-21, un polipéptido de IL-21 humana, o un fragmento
activo de los mismos ({(por ejemplo, un polipéptido de IL-21
humana que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada
como la SEQ ID NO: 2, o codificado por 1la secuencia
nucleotidica mostrada como la SEQ ID NO: 1, o una secuencia
sustancialmente hombéloga a la misma). En otras
modalidades, el agonista de IL-21 es una proteina de fusién
que comprende un polipéptido de IL-21, por ejemplo, un
polipéptido de IL-21 humana, o un fragmentc del mismo
fusionado a otro polipéptido, por ejemplo, un polipéptido
de inmunoglobulina o una porcién del mismo (por ejemplo,
una regién Fc de un polipéptido de inmuneglobulina); un
anticuerpo agonista del receptor de IL-21; un agonista de
molécula pequefla. En otras modalidades, el agonista de IL-

21 es un agente que incrementa la actividad o el nivel de
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IL-21 mediante, por ejemplo, el incremento de la expresiédn,
el procesamiento y/o la secrecidédn de la IL-21 funcional.

De manera preferida, el sujeto es un mamifero,
por ejemplo, un sujeto humano que sufre de un trastorno
asociado con niveles o actividad del IFNy aberrantes, por
ejemplo, incrementados (por ejemplo, un trastorno mediado
por las células T), en una cantidad suficiente para
aminorar o prevenir el trastorno.

Los trastornos inmunes ejemplares que pueden
tratarse (por ejemplo, aminorarse} o prevenirse tratando el
agonista de IL-21 incluyen, por ejemplo, trastornos
asociados con Thl, tales come trastornos autoinmunes
(incluyende, de manera no exclusiva, esclerosis miltiple,
artritis reumatoide, diabetes del tipo I, enfermedad
inflamatoria del intestino (IBD), psoriasis y myasthenia
gravis.

La invencién tiene como caracteristica
adicionalmente, un método para incrementar los niveles de
IFNYy en una célula, por ejemplo, una célula T, o0 una
poblacién de células, por ejemplo, una poblacién de células
T. Por ejemplo, la invencién incluye un métode para
incrementar la actividad, expresién, secrecién o
procesamiento del IFNy, en una célula T, por ejemplo, en
una célula precursora de una célula T (una célula Thp), o
una célula Thl (por ejemplo, una célula Thl diferenciadora
o una célula Th efectora), o una poblacién de células T del

mismo. El método incluye (opcionalmente) identificar una
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célula, por ejemplo, una célula T, o una poblacién de
células, por ejemplo, una poblacién de células T, en la
cual se desea una expresidén incrementada en el IFNy; vy
poner en contacto las células con un antagonista de la IL-
21 en una cantidad suficiente para inhibir la unién o la
actividad de la IL-21, por ejemplo, inhibir la unién de IL-
21 a un receptor de la IL-21, incrementando por lo tanto
los niveles de expresidétn de la IFNy en la célula.

El antagonista de 1la IL-21 puede ser, por
ejemplo, un anticuerpo (por ejemplo, wun anticuerpo
monoclonal o de especificidad Gnica) para la IL-21, por
ejemplo, la IL-21 humana, o© un receptor de la IL-21, por
ejemplo, un polipéptido receptor de la IL-21 humana. De
manera preferida, el anticuerpo es un anticuerpo humano,
humanizado, quimérico o generado in vitroc de 1la IL-21
humana o polipéptido receptor de la IL-21 humana. En otras
modalidades, el antagonista incluye un fragmento de un
polipéptido de IL-21, por ejemplo, un dominio de unién al
receptor de la IL-21 de un polipéptido de IL-21. De manera
alterna, el antagonista incluye un fragmento de un
polipéptido receptor de la IL-21, por ejemplo, un dominio
de unién a la IL-21 de un polipéptido receptor de la IL-21.
En una modalidad, el antagonista es una proteina de fusién
que comprende los polipéptidos de IL-21 o del receptor de
IL-21 mencionados anteriormente o los fragmentos de los
mismos fusionados a una segunda porcién, por ejemplo, un

polipéptido (por ejemplo, una cadena de inmunoglobulina).
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En otro aspecto, la invencién tiene como
caracteristica un método para modular, por ejemplo,
incrementar o disminuir, la actividad y/o el nomero de
células de las células Th2. En una modalidad, se
proporciona un método para modular, por ejemplo, promover o
inhibir una o mas de la proliferacidén, supervivencia y/o
diferenciacién en (por ejemplo, diferenciacién de un
precursor de una célula T, por ejemplo, un precursor Th
(Thp), en), una célula Th2. El método incluye:

(opcionalmente) identificar una célula, por
ejemplo, una célula T (por ejemplo, una célula Thp o Th2),
© una poblacién de células, en donde se desea la modulacidn

de la proliferacidén, supervivencia y/o diferenciacién; y

poner en contacto la célula o la poblacién de-

células con un modulador de IL-21, por ejemplo, un agonista
o antagonista de 1IL-21, en una cantidad suficiente para
modular uno o maAs de la proliferacién, supervivencia y/c
diferenciacién en (por ejemplo, modular la diferenciacién
de la célula Thp en una célula Th2), una célula Th2,
modulando por lo tanto la actividad y/o el nimero de
células de las células Th2.

El método objeto puede utilizarse en células en
cultivo, por ejemplo, in vitro o ex vivo. Por ejémplo,
células inmunes, por ejemplo, 1las células T como se
describen aqui, pueden cultivarse in vitro en un medio de
cultivo y el paso de poner en contacto puc;.de efectuarse

agregando uno o mas moduladores de IL-21 (por ejemplo, uno

57
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o mas antagonistas o agonistas de IL-21) al medio de
cultivo. De manera alterna, el método puede realizarse en
células (por ejemplo, células inmunes o T, como se describe
aqui), presentes en un sujeto, por ejemplo, como parte de
un protocolo in vivo {(por ejemplo, terapéutico o
profilactico).

En una modalidad, se proporciona un método para
reducir o inhibir la actividad y/o el numero de células de
las células Th2. Por ejemplo, la actividad y/o el numero
de células de las células Th2 puede reducirse o inhibirse,
inhibiendo o reduciendo una o mas de la proliferacién,
supervivencia y/o diferenciacién en (por ejemplo,
diferenciacién de un precursor de una c¢élula T, por
ejemplo, un precursor Th (Thp), en) una célula Th2. El
método incluye {(opcionalmente), identificar una célula, por
ejemplo, una célula T (por ejemplo, una célula Thp o Th2),
0 una poblacién de células, en donde se desea la inhibicién
de la proliferacién, supervivencia y/o diferenciacién; vy
poner en contacto la célula o la poblacién de células con
un antagonista de la IL-21 en una cantidad suficiente para
inhibir © reducir una o mas de la proliferacién,
supervivencia y/o diferenciacién en (por ejemplo, inhibir o
reducir la diferenciacién de la célula Thp en una célula
Th2) una célula Th2, inhibiendo o reduciendo por lo tanto
la actividad y/o el nimero de células de las células Th2.

El método objeto puede utilizarse en células, por

ejemplo, células T (por ejemplo, células Thp o Th2) en
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cultivo, por ejemplo in vitro o ex vivo.

De manera alterna, el método puede realizarse en
células (por ejemplo, células inmunes o T, comc se describe
aqui), presentes en un sujeto, por ejemplo, como parte de
un protocolo in vivo (por ejemplo, terapéutico o
profilactico). Por ejemplo, el método puede utilizarse
para tratar o prevenir un trastorno mediado por Th2, por
ejemplo, asma y alergia en un sujeto. En consecuencia, la
invencién proporciona un método para tratar (por ejemplo,
curar, suprimir, aminorar, retardar o prevenir el inicio
de, o prevenir la recurrencia o recaida de), o prevenir un
trastorno asociado con Th2 en un sujeto. El méteodo incluye
administrar a un sujeto un antagonista de la IL-21 en una
cantidad suficiente para inhibir o reducir la actividad y/o
el nimero de células de las células Th2, tratando o
previniendo por lo tanto un trastorno asociado con Th2.

De manera preferida, el sujeto es un mamifero,
por ejemplo, un humano que sufre de un trastorno asociado
con un numero o actividad de las células Th2 aberrante, por
ejemplo, un trastorno inmune (por ejemplo, un trastorno
asociado con Th2). La cantidad suficiente para inhibir o
reducir la actividad y/o o nimero de células, es una
cantidad suficiente para aminorar o prevenir el trastorno.

El antagonista de 1la IL-21 puede ser, por
ejemplo, un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo

monoclonal o de especificidad Gnica) para la IL-21, por

ejemplo, IL-21 humana, o un receptor de la IL-21, por
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ejemplo, un polipéptido receptor de la IL-21 humana. De
manera preferida, el anticuerpo es un anticuerpo humano,
humanizado, quimérico ©o generado in vitro para la IL-21
humana o un polipéptido receptor de la IL-21 humana. En
otras modalidades, el antagonista incluye un fragmentoc de
un polipéptido de IL-21, por ejemplc, un dominio de unién
del receptor de la IL-21 de un polipéptido de IL-21. De
manera alterna, el antagonista incluye un fragmento de un
polipéptido receptor de la IL-21, por ejemplc, un dominio
de unién de IL-21 de un polipéptido receptor de la IL-21.
En una modalidad, el antagonista es una proteina de fusidén
gue comprende la IL-21 o los polipéptidos receptores de IL-
21 mencionados anteriormente o fragmentos de los mismos,
fusionados a wuna segqunda porcidén, por ejemplo, un
polipéptido {(por ejemplo, una cadena de inmunoglobulina).
En ain otra modalidad, se proporciona un método
para incrementar la actividad y/o el nimero de células de
las células Th2. Por ejemplo, la actividad y/o el ntimero
de células de las células Th2 puede incrementarse,
incrementando una o mds de la proliferacidn, supervivencia
y/o diferenciacién en (por ejemplo, diferenciacién de un
precursor de una célula T, por ejemplo, un precursor Th
(Thp) , en), una célula Th2. El método incluye
(opcionalmente) identificar una célula, por ejemplo, una
célula T (por ejemplo, una célula Thp o Th2), © una
poblacién de células, en donde se desea el incremento de la

proliferacién, supervivencia y/o diferenciacidén; y poner en

U
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contacto la célula o 1la poblacién de células con un
agonista de 1IL-21 en una cantidad suficiente para
incrementar una o mAds de la proliferacién, supervivencia
y/o diferenciacién en, {por ejemplo, incrementar 1la
diferenciaciétn de la célula Thp en una célula Th2) una
célula Th2, incrementando por lo tanto la actividad y/o el
numero de células de las células Th2.

El agonista de IL-21 puede ser un polipéptido de
IL-21, por ejemplo, un polipéptido de IL-21 humana, © un
fragmento activo del mismo (por ejemplo, un polipéptido de
IL-21 humana, que comprende la secuencia de aminodcidos
mostrada como la SEQ ID NO: 2, o© codificado por una
secuencia nucleotidica mostrada como la SEQ ID NO: 1, o una
secuencia sustancialmente homéloga a la misma). En otras
modalidades, el agonista de IL-21 es una proteina de fusién
que comprende un polipéptido de IL-21, por ejemplo, un
polipéptido de IL-21 humana, © un fragmento del mismo
fusionado a otro polipéptido, por ejemplo, un polipéptido
de inmunoglobulina © una porcién del mismo (por ejemplo,
una regién Fc de un polipéptido de inmunoglobulina); un
anticuerpo agonista al receptor de la IL-21; o un agonista
de molécula pequerfia.

En atn otro aspecto, se proporciona un método
para modular, por ejemplo, incrementar o disminuir, el
nuimero y/o actividad de las células Thl. En una modalidad,
se proporciona un ﬁétodo para meodular, por ejemplo,

promover o inhibir, una o mids de la proliferacién,
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supervivencia y/o diferenciacién en (por ejemplo,
diferenciacién de un precursor de una célula T, por
ejemplo, un Th precursor (Thp), en), una célula Thl. El
método incluye (opcionalmente), identificar una célula, por
ejemplo, una célula T (por ejemplo, una célula Thp o Thl),
© una poblacién de células, en donde se desea la modulacién
de la proliferacién, supervivencia y/o diferenciacién; vy
poner en contacto la célula o poblaciétn de células con un
modulador de IL-21, por ejemplo, un agonista o un
antagonista, en una cantidad suficiente para modular una o
mAs de la proliferacién, supervivencia y/o diferenciacién
en, (por ejemplo, modular la diferenciacién de la célula
Thp en una células Thl) una célula Thl, modulando por 1lo
tanto la actividad yla el numero de células de las células
Thi. '

El método objeto puede utilizarse en células en
cultivo, por ejemplo, in vitro o ex vivo. Por ejemplo, las
células inmunes, por ejemplo, 1las células T como se
describe aqui, pueden cultivarse in vitro en un medio de
cultivo y el paso de poner en contacto puede efectuarse
agregando uno o mAs moduladores de IL-21 (por ejemplo, un
agonista o antagonista de IL-21), al medio de cultivo. De
manera alterna, el método puede realizarse en células {por
ejemplo, células inmunes o T, como se describe aqui),
presentes en un sujeto, por ejemplo, como parte de un
protocolo in vivo (por ejemplo, terapéutico o]

profilactico).
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En una modalidad, se proporciona un método para
reducir o inhibir la actividad y/o el numero de células de
las células Thl. Por ejemplo, la actividad y/o el numero
de células de las células Thl, puede reducirse o inhibirse,
inhibiendo o0 reduciendo una o mids de la proliferacién,
supervivencia y/o diferenciacién en (por ejemplo,
diferenciacién de un precursor de una c¢élula T, por
ejemplo, un precursor Th (Thp), en), una célula Thl. El
método incluye (opcionalmente), identificar una célula, por
ejemplo, una célula T (por ejemplo, una célula Thp, una
célula que produce IFNy, por ejemplo, una célula Thl), o
una poblacién de células, en donde se desea la inhibicién
de la proliferacién, supervivencia y/o diferenciacién; vy
poner en éontacto la célula o la poblacién de células con
un agonista de IL-21 en una cantidad suficiente para
inhibir o reducir una o mids de 1la proliferacién,
supervivencia y/o diferenciacidén en, {por ejemplo, inhibir
o reducir la diferenciacién de la célula Thp en una célula
Thl) una célula Thl, inhibiendo o reduciendo por lo tanto
la actividad y/o el nimero de células de las células Thl.

El método objeto puede utilizarse en células, por
ejemplo, células T (por ejemplo, células Thp o Th2) en
cultivo, por ejemplo in vitro o ex vivo.

De manera alterna, el método puede realizarse en
células (por ejemplo, células inmunes o T, como se describe
aqui), presentes en un sujeto, por ejemplo, como parte de

un protocolo in vivo (por ejemplo, terapéutico o
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profilactico). Por ejemplo, el método puede utilizarse

para tratar o prevenir un trastorno mediado por Thl, por

ejemplo, un trastorno autoinmune (por ejemplo, esclercsis

miltiple, artritis reumatoide, diabetes del tipo I,
enfermedad de Crohn, psoriasis.y myasthenia gravis, entre
otros), en un sujeto. En consecuencia, la invencién
proporciona un método para tratar (por ejemplo, curar,
suprimir, aminorar, retardar o prevenir el inicio de, o
prevenir la recurrencia o recaida de), o prevenir un
trastorno asociado con Thl en un sujeto. El método incluye
administrar a un sujeto un agonista de IL-21 en una
cantidad suficiente para inhibir o reducir la actividad y/o
el nimero de células de las células Thl, tratando o
previniendo por loc tanto un trastorno asociado con Thl.

De manera preferida, el sujeto es un mamifero,
por ejemplo, un humano que sufre de un trastorno asociado
con un numero o actividad de las células Thl aberrante, por
ejemplo, un trastorno inmune (por ejemplo, un trastorno
asociado con Thl, como se describe aqui). Una cantidad
suficiente para inhibir o reducir la actividad y/o el
nimero de células de las células THl, es una cantidad
suficiente para aminorar o prevenir el trastorno.

El agonista de IL-21 puede ser un polipéptido de
IL-21, por ejemplo, un polipéptido de IL-21 humana, o un
fragmento activo del mismo (por ejemplo, un polipéptido de
IL-21 humana que comprende la secuencia de aminodcidos

mostrada como la SEQ ID NO: 2, o codificado por una



10

15

20

25

secuencia nucleotidica mostrada como la SEQ ID NO: 1, o una
secuencia sustancialmente homéloga a la misma). En otras
modalidades, el agonista de IL-21 es una proteina de fusién
que comprende un polipéptido de 1IL-21, por ejemplo, un
polipéptido de IL-21 humana, o un fragmento del mismo,
fusicnado a otro polipéptido, por ejemplo, un polipéptido
de inmunoglobulina o una porcién del mismo (por ejemplo,
una regién Fc de un polipéptido de inmunoglobulina}; un
anticuerpo agonista al receptor de la IL-21; o un agonista
de molécula pequefia. En otras modalidades, el agonista de
IL-21 es un agente que incrementa la actividad ¢ el nivel
de 1IL-21, por ejemplo, incrementando 1la expresién,
procesamiento y/o secrecién de la I1-21 funcional.

En ain otra modalidad, se proporciona un método
para incrementar la actividad y/o el nimero de células de
las células Thl. Por ejemplo, la actividad y/o el niimero
de células de 1las células Thl, puede incrementarse,
incrementando una o mds de la proliferacién, supervivencia
y/o diferenciacién en (por ejemplo, diferenciacién de un
precursor de una célula T, por ejemplo, un precursor Th
(Thp), en), una célula Thl. El método incluye:

{(opcionalmente) identificar una célula, por
ejemplo, una célula T (por ejemplo, una célula Thp o Thl),
o una poblacién de células, en donde se desea el incremento
en la proliferacién, supervivencia y/o diferenciacién; y

poner en contacto la célula o la poblacién de

células con un antagonista de la IL-21 en una cantidad

1%
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suficiente para incrementar una o mis de la proliferacién,
supervivencia y/o diferenciacién en, (por ejemplo,
incrementar la diferenciacién de la célula Thp en una
célula Thl) una célula Thl, incrementando por lo tanto la
actividad y/o el nimero de células de las células Thl.

El antagonista de 1la IL-21 puede ser, por
ejemplo, un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal o de especificidad unica) para la IL-21, por
ejemplo, IL-21 humana, ¢ un receptor de la IL-21, por
ejemplo, un polipéptido receptor de la IL-21 humana. De
manera preferida, el anticuerpo es un anticuerpo humano,
humanizado, quimérico o generado in vitro para la IL-21
humana o un polipéptido receptor de la IL-21 humana. En
otras modalidades, el antagonista incluye un fragmento de
un polipéptido de IL-21, por ejemplo, un dominio de unién
del receptor de la IL-21 de un polipéptido de IL-21. De
manera alterna, el antagonista incluye un fragmento de un
polipéptido receptor de la IL-21, por ejemplo, un dominio
de unién de IL-21 de un polipéptido receptor de la IL-21.
En una modalidad, el antagonista es una proteina de fusidén
que comprende la IL-21 o los polipéptidos receptores de la
I1-21 mencionados anteriormente, o fragmentos de los
mismos, fusionados a una porcidén secundaria, por ejemplo,
un polipéptido {por ejemplo, una cadena de
inmunoglobulina).

En aln otro aspecto, la invencién tiene como

caracteristica un método para modular, por ejemplo, reducir
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o inhibir, o incrementar la actividad o el nivel de 1la
interleucina-12 (IL-12) en wuna c¢élula, poblacién de
células, o un sujeto. El método incluye:

(opcionalmente) identificar una célula, por
ejemplo, una célula T, una poblacién de células o un
sujeto, en donde se desea la modulacién de la IL-12; y

poner en contacto la célula o la poblacién de
células con, o administrar al sujeto, un modulador de IL-
21, por ejemplo, un agonista o un antagonista de IL-21, en
una cantidad suficiente para modular la actividad o el
nivel de la IL-12 en la célula, poblaciétn de células, o un
sujeto.

En una modalidad, la actividad o nivel de IL-12
se reduce poniendo en contacto la célula o la poblacién de
células, o administrando al sujeto, un agonista de IL—Zi,
por ejemplo, un agonista de IL-21 como se describe aqui, en
una cantidad suficiente para reducir la actividad o niveles
de IL-12.

En otras modalidades, la actividad o nivel de IL-
12 se incrementa poniendo en contacto la célula o la
poblacién de células, o administrando al sujeto, wun
antagonista de la IL-21, por ejemplo, un antagonista de la
IL-21 como se describié aqui, en una cantidad suficiente
para incrementar la actividad o el nivel de IL-12.

En aun otro aspecto, la invencién tiene como
caracteristica un método para modular, por ejemplo, reducir

o inhibir, o incrementar, 1la Stat, por ejemplo, la
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actividad o nivel de Stat 4 en una célula, poblacién de
células, o un sujeto. El método incluye:

(opcionalmente) identificar wuna célula, por
ejemplo, una célula T, poblacién de células o un sujeto, en
donde se desea la modulacién de la actividad o nivel de
Stat; y

poner en contacto la célula o la poblacién de
células con, o administrar al sujeto, un modulador de IL-
21, por ejemplo, un agonista ¢ un antagonista de IL-21, en
una cantidad suficiente para modular la actividad o nivel
de Stat en la célula, poblacién de células, o un sujeto.

En una modalidad, la actividad o nivel de Stat se
reduce poniendo en contactoe la célula o la poblacién de
células, o administrando al sujeto, un agonista de IL-21,
por ejemplo, un agonista de IL-21 como se describié aqui,
en una cantidad suficiente para reducir la actividad o el
nivel de Stat, por ejemplo, una proteina Stat o ARNm.

En otras modalidades, la actividad o nivel de
Stat se incrementa poniendo en contacto la célula o la
poblacién de células, o administrande al sujeto, un
antagonista de la IL-21, por ejemplo, un antagonista de la
IL-21 como se describié aqui, en una cantidad suficiente
para incrementar la actividad o nivel de Stat, por ejemplo,
proteina Stat o ARNm.

En adin otro aspecto, la invencién tiene como
caracteristica un método para disminuir, inhibir, suprimir,

aminorar o retardar una respuesta inmune (por ejemplec, una
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respuesta autoinmune mediada por Thl), en un sujeto. El
método incluye administrar a un sujeto en necesidad del
mismo, un agonista de IL-21, por ejemplo, un agonista de
IL-21 como se describié aqui, en una cantidad suficiente
para disminuir, inhibir, suprimir, aminorar o retardar la
respuesta autoinmune en el sujeto.

En atn otro aspecto, la invencién tiene como
caracteristica un método para disminuir, inhibir, suprimir,
aminorar o retardar una respuesta asociada con Th2 (por
ejemplo, una respuesta alérgica o asmatica), en un sujeto.
El método incluye administrar a un sujeto en necesidad del
mismo un antagonista de 1la IL-21, por ejemplo, un
antagonista de la IL-21 como se describié aqui, en una
cantidad suficiente para disminuir, inhibir, suprimir,
aminorar o retardar la respuesta asociada con Th2 en el
sujeto.

En otro aspecto,. la invencién tiene como
caracteristica un método para identificar de manera
selectiva una célula Th2 en una poblacién de células, por
ejemplo, una poblacién de células Th, el método comprende
determinar los niveles de acidos nucleicos de la IL-21 ({(por
ejemplo, un producto génico de IL-21) o un polipéptido en
una muestra de prueba, por ejemplo, una célula Th, y una
muestra de referencia, por ejemplo, una célula Thl; vy
comparar los niveles del &acido nucleico de la IL-21 en la
muestra de prueba con los niveles de &cido nucleico de la

IL-21 en la muestra de referencia, por ejemplo, la célula
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Thl, en donde un incremento en los niveles del Aacido
nucleico de la IL-2]1 en la muestra de prueba con relacién a
la muestra de referencia, indica que la muestra de prueba
es una célula Th2.

Como se utiliza aqui, un “trastorno asociado con
Thl”, es una enfermedad o condicién asociada con una
actividad o ntmero aberrante de las c¢élulas Thl, por
ejemplo, incrementado o disminuido (por ejemplo, respuestas
de la célula Thl incrementadas o disminuidas), en
comparacién con una referencia, por ejemplo, un control
normal. Los ejemplos de trastornos asociados con Thl
incluyen, por ejemplo, trastornos autoinmunes (por ejemplo,
esclerosis miltiple, artritis reumatoide, diabetes del tipo
I, enfermedad de Crohn, psoriasis y myasthenia gravis,
entre otros).

Como se utiliza aqui, un “trastorno asociado con
Th2”, es una enfermedad o condicién asociada con una
actividad o numero aberrante de las células Th2, por
ejemplo, incrementado o disminuido (por ejemplo, respuestas
de las células Th2 incrementadas o disminuidas), comparadas
con una referencia, por ejemplo, un control normal. Los
ejemplos de los trastornos de Th2 incluyen, por ejemplo,
asma, alergia y trastornos asociados con componentes de
anticuerpos (por ejemplo, artritis reumatoide, esclerosis
miltiple y lupus).

El polipéptido de IL-21 utilizado en los métodos

descritos aqui, puede incluir la secuencia de aminodcidos
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como roedor, humano, o primate no humano).
polipéptido
aminoacidos

secuencia de aminodcidos adecuada,

por ejemplo,

de

IL-21

31

puede

de un polipéptido de

incluir

un peolipéptido de IL-21 de mamifero

la

IL-21 humana.

secuencia

6o

(tal
Por ejemplo, el
de
Una

es la secuencia de

aminodcidos del polipéptido de IL-21 mostrada en la SEQ ID

NO: 2 (a continuacién).

IL-21,

aminodcides,

Los polipéptidos de IL-21 y los receptores de la

que

incluyen

los Estados Unidos No.

Nature 408:57-63,
11:R157-1717,

Ozaki et al.,

Proc.

2000;

secuencias

6,057,128,

Vosshenrich et al.,

Natl. Acad. 5ci.

se han descrito en, por ejemplo,

nucleotidicas vy

EUA 97:11439-44,

curr.

Biol

2000

de
la Patente de

Parrish-Novak et al.,

2001, Asao et al., J. Immunol. 167:1-5, 2001; y

Las secuencias de aminoAcidos de los polipéptidos de IL-21,

se conocen piublicamente. Por ejemplo, la secuencia

nucleotidica y la secuencia de aminodcidos de una IL-21
humana, estd disponible en Genbank No. de Acceso X_011082.

La secuencia nucleotidica de IL-21 humana descrita en esta

entrada, se presenta a continuacién:

61
131
101
241
3o
isl
421
481
541
601

getgaagtga
tggcaacatg
caaatcaagc
tgttgactcag
agatgtagag
gtcagcaaat
gaaaccacct
tgattcttat
saagatgatt
taacttgeag

aaacgagace
gagaggattg
tcecaaggte
ctgaaaaatt
acsaactgtg
acaggaaaca
tccacaaatg
gagasaasac
catcagcate
ttggacacta

aaggtctagc
tcatctgtet
aagatcgcca
atgtgaatga
agtggtcage
atgaaaggat
cagggageag
cacccasaga
tgtecktctag
tgttacatac

tattccaagt ggaggag (SEQ Ih KO:1)

La

secuencia

de

tetactgtty
gatggtcate
catgattaga
cttggtccoct
tttttcetge
aatcaatgta
acagaaacac
attcctagaa
aacacacgga
tctaatatag

amincécidos

gtacttatga
ttettgggga
atgcgtcaac
gaatttctge
tcteagaagg
tcaattasaa
agactaacat
agattcaaat
agtgaagatt
tagtgaaagt

codifica por

gatccagtcce
cactggtcca
ttatagatat
cagctccaga
cccaactaan
agctgaagag
gcecttcatg
cacttctcca
cctgaggatc
catttctttg

la



secuencia de Aacidos nucleicos de IL-21 humana descrita,
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presenta a continuacién:

L4

MRSSPGNMERIVICLMV [FLGTLVHKSSSQGQDRHMIRMRQLIDIVDQLKNYVNDLVPEF
LPAPEDVETNCEWSAFSCFQKAQLKSANTGNNERIINVSIKKLKRKPPSTNAGRRQKHRL
TCPSCDSYEKKPPKEFLERFKSLLQKMTHQHLSSRTHGSEDS (SEQ ID NO:2).

La secuencia nucleotidica de un 4cido nucleico

receptor de la IL-21 humana se proporciona a continuacién:

61
1321
181
241
301
k]3]
421
481
541
601
661
721
781
84l
501

gaagcagcag
gagtcagcat
ggggctgecc
aaatgtggaa
tgaaggacga
cctacaccetg
tcacagacca
tcaagccgge
ggcgctcaga
tgcagtacag
tggactcaag
tgcaggtgcg
gtgacccggt
tgctgcttet
atccattgtg
tgcecctgta

gtacccecte
gccgcgtgge
cgacctecgtc
cctccaccee
ggccacctce
ccacatggat
gtetggcaac
tcceceoettte
ttacgaagac
gaaccgggga
aagtgtectee
ggcagggyccee
catctttcag
cctectgett
gaggctatgg
caagggctgc

cacatcccta
tgggccgece
tgctacaccy
agcacgctca
tgcagcctee
gtattecact
tactcccagy
aacgtgactyg
cctgeettet
gacccctggg
ctecteceee
atgcctgget
acccagtcag
gtcatagtct
aagagsgatat
agcggagact

gggctctgty
ccttgetect
attacctcea
cccttacctg
acaggtegge
tcatggcega
agtgtggcag
tgaccttctc
acatgctgaa
ctgtgagtcc
tggagttcecg
cctcctacca
aggagttaaa
tecattcetgce
gggccgteccc
tcaagaaatg

atgtaggcag
gectgetgete
gacggtcatc
gcaagaccag
ccacaatgecc
cgacattttc
ctittetectg
aggacagtat
gggcaagectt
gaggagaaag
caaagactcg
ggggacctgg
ggaaggctgyg
cttctggage
cagccctgag

ggtgggtgca

aggcccgtgg
cagggaggct
tgcatcctgg
tatgaagagc
acgcatgcca
agtgtcaaca
getgagagca
aatatctcecct
cagtatgagc
ctgatctcag
agctatgagce
agtgaatgga
aacccteacc
ctgaagacce
cggttcttca
ccctteactg



961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1521
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701

2761
2821
4881

receptor de 1la

gctccagect
gctgecocacce
cagagetggt
cgaggggete
cagtgactgt
gctacecagce
tcttggatgc
taggagggee
actgggcetgqg
cgggcteace
actgcagcag
gctacctccg
gctaatgagg
aaggtcacct
tgagcectgat
tgtgtgtgtg
acgtgcectgt
tgteoctggact
caacagatga
atctecgggg
agcgtctgec
agcgaaaggg
cckggacgaa
cgecteeect
tgggggaast
acgtcagctt
gtcagcgaca
tttecagget
ttectttttet
tttattaaac

catagagggg
ccectaccet

ggagctggga
accacggagce
ggagtctgac
agcttacagt
gctagatgea
cctggacctg
agggaccaca
cctgggaagce
gggactgcec
cctggecgge
ccctgtggag
ccagtgggtg
ctgactggat
gggctgtgat
gtttacagtg
tgtgtgtgte
gggcctggga
cacggagcte
caacagcegt
ctttgtggga
tccagqagct
gatggagtga
ggtctgaate
ctctgggcta
tggcgatgte
ccttecttct
gcctggygcac
taaaatcagt
aacttctgct
accaattacg

gctgecaggtt
gecccaatte

gaattga (BEQ ID NO:3)

33

ccetggagece
ccggccaaga
ggktgtgccca
gaggagaggg
gaggggccat
gatgctggece
gtcctgtcct
ctecctggaca
tggagtggee
ctggatatqgqg
tgtgacttca
gtcattcctce
gtccagagct
gtgaagacac
tctgtgtygty
ttaggtgcge
taatgcccat
acccatgtge
ccteocctect
tcagggcatt
gcaagaagtc
gcccatggtg
ccgactetga
gagtttcctt
accegtgtac
gcggecagag
ccgeggggce
cegtttegte
actaagtttt
tagcaggcca

ggaactatgc
aatectgeca

cagaggtgcc
qgctgcagcet
agcccagett
atcggccata
gcacctggec
tggagceccag
gtggctgtgt
gactaaagcc
ggtcacctgyg
acacgtttga
ccagccecgy
cgecacttte
ggccaggeocea
ctgcagecctt
tgtgtgcata
agtggcatgt
ggtactcecat
acaagtgtge
agggtetegt
gecctgtgact
catattgtee
acctcgggaa
taccttetgg
atccagacag
ggtacgcagce
ccgaggcggqg
gteecgectg
tcttggaaac
taaaaattcc
tggctcatgg

agtgtgetcce

ctccaccetg
cacggagcta
ctggccgaca
cggcctggtg
ctgcagctgt
cccaggecta
ctecagetggce
accccttgca
aggggtctea
cagtggcttt
ggacgaagga
gagccctgga
ctgggeeetg
tggtctcetyg
tgtgtgtgtg
ccacgtgtgt
gcattcacect
acagtaaacg
gttgcaagtt
gaggcggage
cttatcacct
tggcaatttt
ctgtgctace
tggggaaggc
ccagagcagqa
cgagggtgag
cagagggceta
agctccccoac
ctttatgcac
gacccaccoce

gaggtgtaca
caagaaccagq
gecccagaact
tccattgaca
gaggatgacyg
gaggacccac
agceetggge
gatggggagg
gagagtgagg
gtgggctetg
cccoeccgga
ccccaggeea
agccagagac
gatgggcctt
tgcatatgca
gtgtgattge
gceocetgtgea
tgtttgtggt
ggtccacagc
ccageccctec
gccaacagga
ttgggcggeo
tgagecaagt
atgacacacc
ccctcaataa
aacatcaatc
ctcagggggg
caaccaagat
ccaagagata
ccgtggecact

ggccacacat cctgectggge
ataaateetg tcttatttgt tcatectgga

La secuencia descrita de A&cidos nucleicos del

IL-21,

siguiente secuencia de amino&cides:

codifica un polipéptido con 1la

MPROMAAPLLLLLLOGGWGCPDLVCYTDYLOTVICI LEMNNLHPS TLTLTWQDQYEELXKDEATSCSLHRAAHNATHAT
YTCHMDVFHFMADDI FEVNITDOSAGNYSQECGS FLLAES IKPAPPFNVTVTE SGQYNISWREDYEDPAFYMLRGKLOY
ELQYRNRGDPWAVSPRRXLISVDSREVSLLPLEFRXDASYELQVRAGPMPOS8YQUTHEEWSDPVIFQTQESEELKEGH
NPHLLLLLLLVIVFIPAFNSLKTHPLWRLWXRIWAVPEPERFFMPLYKGCSGDFXENVOAPFTGEBLELOPNEPEVPS
TLEVYSCHPPREPAKRLOLTELQEPARLVEADGVPKPSFWPTAQHSGGEAYSEERDRPYGLVE IDTVIVLDAEGPCTHW
PCBCEDDGY PALDLDAGLEPSPGLEDPLLDAGTTVLECACVEAGSPGLOGRLGALLDRLKPPLADGEDNAGCLPWGGR
BPGGVEESEAGS PLAGLDMDTFDSGFVAISDCE B PVECDFTEPGDEGPPREYLRQWVVIPPPLESPGPOAS (SEQ ID

HO:4)

La homologia de la secuencia de A&cidos nucleicos,

puede determinarse como el grado de identidad entre dos

68
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secuencias nucleotidicas © de aminoacidos. La homologia
puede determinarse utilizando programas para computadora
conocidos en 1la +técnica, tales como el programa GAP
proporcionado en el paquete de programas GCG. Véase,
Needleman y Wunsch 1970 J Mol Biol 48:443-453. Utilizar el
programa GAP de GCG con los siguientes ajustes para la
comparacién de la secuencia de acidos nucleicos:
penalizacién de creacién de GAP de 5.0 y penalizacién de
extensién de GAP de 0.3, la regién codificante de 1las
secuencias de dcidos nucleicos anadlogos referidas
anteriormente, exhibe un grado de identidad, de manera
preferida, de al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o
99%, con la parte CDS (codificante) de la secuencia de ADN
mostrada en la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3. De manera
similar, 1las secuencias de aminodcidos referidas aqgui,
exhiben un grado de identidad, de al menos 50%, 60%, 70%,
75%, 80%, B5%, 90%, 95%, 98% o 99%, con las secuencias de
aminodcidos mostradas en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o
SEQ ID NO: 6.

El término “identidad de secuencia”, se refiere
al grado al cual dos secuencias polinucleotidicas o
polipeptidicas son idénticas en una base residuo por
residuo, sobre una regién particular a la de comparacién.
El término “porcentaje de identidad de la secuencia”, se
calcula comparando dos secuencias alineadas de manera
6ptima sobre esa regiétn de comparacién, determinando el

nimero de posiciones en 1las cuales la base de &cido
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nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, U o I, en el
caso de Acidos nucleicos), ocurre en ambas secuencias para
proporcionar el nuimero de posiciones que coinciden,
dividiendo el nimero de posiciones que coinciden entre el
nimero total de posiciones en la regién de comparacién (es
decir, el tamafio de la ventana), y multiplicande el
resultado por 100 para proporcionar el porcentaje de la
identidad de 1la secuencia. El término “identidad
sustancial”, como se utiliza aqui, denota una
caracteristica de una secuencia polinucleotidica, en donde
el polinucledétido comprende una secuencia que tiene al
menos B0 por ciento de identidad de la secuencia, de manera
preferida al menos 85 por ciento de identidad y con
frecuencia del 90 al 95 por ciento de identidad de 1la
secuencia, mis usualmente al menos 98 6 99 por ciento de
identidad de 1la secuencia, cuando se compara con una
secuencia de referencia sobre una regidén de comparacién.
El término “porcentaje de residuos positivos”, se calcula
comparando dos secuencias alineadas de manera 6ptima sobre
esa regién de comparacién, determinando el nimero de
posiciones en las —cuales ocurren las sustituciones
idénticas y conservadoras de aminodcidos, como se definid
anteriormente, en ambas secuencias, para proporcionar el
nimero de posiciones que coinciden, dividiendo el numero de
posiciones que coinciden entre el numero total de
posiciones en la regién de comparacién (es decir, el tamafo

de la ventana), y multiplicando el resultado por 100 para



10

15

20

25

proporcionar el porcentaje de residuos positivos.

Los agentes que incrementan los niveles de IL-21
o del receptor de la IL-21 en una célula o una poblacién de
células, pueden incluir adicionalmente, agonistas de IL-21
o agonistas del receptor de la IL-21. Tales agonistas
pueden identificarse, identificando compuestos de prueba
que ejercen una o mas de las actividades que la IL-21
ejerce en poblaciones de células T helper.

El sujeto puede ser un mamifero, por ejemplo, un
humano, wun primate no humano, un perro, gato, vaca,
caballo, cerdo o© un roedor (incluyendc una rata o un
ratén). Puede utilizarse cualquier ruta de administracioén
deseada de la IL-21. Las rutas adecuadas incluyen forma
intravenosa (tanto bolo como infusién), intraperitoneal,
subcutédnea o intramuscular, todas utilizan formas bien
conocidas por aquellos con experiencia en las técnicas
farmacéuticas. Los inyectables pueden prepararse en formas
convencionales, ya sea como sSoluciones o suspensiones
liquidas.

La administracién inyectable parenteral se
utiliza generalmente para inyecciones e infusiones

subcutdneas, intramusculares o intravenosas.

Antagonistas de la IL-21
Para inhibir un efecto de una célula T helper
mediada por IL-21, puede agregarse un agente que blogquee ©

inhiba de otra manera la interaccién de la IL-21 a un

¥
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receptor de la IL-21 a una c¢élula T o una poblacidén de
células T, por ejemplo, células T  Thelper. Por
conveniencia, estos inhibidores se refieren aqui como
“antagonistas de 1la IL-21;. Los ejemplos de 1los
antagonistas de la IL-21 incluyen, por ejemplo, fragmentos
solubles de IL-21 o receptores de la IL-21, proteinas de
fusién gque contienen estos fragmentos, y anticuerpos para
estos fragmentos. Los antagonistas de la IL-21 son Gtiles
para bloquear la IL-21 en una enfermedad mediada por Th2,
incluyendo una enfermedad mediada por anticuerpos. Estas
enfermedades incluyen asma, alergia, artritis reumatoide,

esclerosis miltiple y lupus.

Proteinas de fusién de la IL-21 y el receptor de la IL-21
La IL-21, o un receptor de la IL-21, o fragmentos
activos de estas proteinas, pueden fusionarse a moléculas
portadoras, tales como inmunoglobulinas para utilizarse en
los métodos descritos en la presente. Por ejemplo, las
formas solubles del receptor de la TL-21, puede fusionarse
a través de secuencias “enlazantes” a la porcidén Fc de una
inmunoglobulina o a la porcién Fc de la inmunecglobulina.
También pueden utilizarse otras proteinas de fusibén, tales
como aquéllas con GST (es decir, glutation S-transferasa),
LexA, o MBP (es decir, proteina que se une a la maltosa).
En una modalidad adicional, la proteina de fusién
de la IL-21 o el receptor de la IL-21 puede enlazarse a una

o mas porciones adicionales. Por ejemplo, la proteina de

-)(3
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fusién de IL-21 o el receptor de la IL-21 puede enlazarse
ademds a una proteina de fusién de GST, en la cual las
secuencias de la proteina de fusién del receptor de la IL-
21 estdn fusionadas al término C de las secuencias de GST.
Tales proteinas de fusién puede facilitar la purificacién
de la proteina de fusién de la IL-21 o el receptor de la
IL-21.

En otra modalidad, la proteina de fusién incluye
una secuencia de seflal heterdloga (es decir, una secuencia
polipeptidica que no estid presente en un polipéptido
codificado naturalmente por un acido nucleico de IL-21 o
del receptor de la IL-21) en su término N. Por ejemplo, la
secuencia de la sefial de la IL-21 o el receptor de la IL-21
nativo, puede eliminarse o reemplazarse con una secuencia
de seflal de otra proteina.

Una proteina quimérica o de fusién de 1la
invencién puede producirse mediante técnicas estandar de
ADN recombinante. Por ejemplo, los fragmentos de ADN que
codifican diferentes secuencias polipeptidicas estén
ligados juntos en bloque, de acuerdo con las técnicas
convencionales, por ejemplo, empleande términos con
extremos romos o de extremos escalonados para el ligado, la
digestién con enzima de restriccidén para proporcionar los
términos apropiados, el llenado de los extremos cohesivos
conforme sea apropiado, el tratamiento con fosfatasa
alcalina para evitar la unién indeseable, y el ligado

enzimdtico. En otra modalidad, el gen de fusidn puede
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sintetizarse mediante técnicas convencicnales, incluyendo
sintetizadores de ADN automatizados. De manera alterna, la
amplificacién por PCR de 1los fragmentos génicos puede
llevarse a cabo utilizando cebadores de anclaje que dan
origen a salientes complementarias entre dos fragmentos
génicos consecutivos que pueden recocerse o amplificarse
posteriormente para generar una secuencia génica quimérica
{véase, por ejemplo, Ausubel et al. (eds.) CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, 1992).
Ademas, muchos vectores de expresién estan comercialmente
disponibles, que codifican una porcién de fusién (por
ejemplo, una regidén Fc de una cadena pesada de
inmunoglobulina). Un Acido nucleico que codifica la IL-21
0 un receptor de la IL-21 puede clonarse en tal vector de
expresidén, de manera que la porcién de expresién estd
enlazada en bloque a la proteina de inmunoglcobulina.

En algunas modalidades, la porcién del
polipéptido de IL-21 o© del receptor de 1la IL-21, se
proporciona como una variante del polipéptido receptor de
la IL-21, que tiene una mutacién en la secuencia de IL-21 o
del receptor de la IL-21 natural ({tipo silvestre), que
resulta en una afinidad mAs alta (con relacién a la
secuencia no mutada) de unién de la IL-21 alterada para un
receptor de la IL-21, o una afinidad mayor (con relacién a
la secuencia no mutada) del polipéptido del receptor de 1la
IL-21 alterado, para la IL-21.

En algunas modalidades, la porcién del
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polipéptido de IL-21 o el polipéptido del receptor de la
IL-21, se proporciona comc una variante del polipéptido de
la IL-21 o el polipéptido del receptor de la IL-21 que
tiene mutaciones en la secuencia de IL-21 o del receptor de
la IL-21 natural (tipo silvestre), que resulta en una
secuencia de 1IL-21 o del receptor de la IL-21 més
resistente a la proteolisis (con relacién a la secuencia no
mutada) .

Un péptido de seflal que puede incluirse en la
proteina de fusién es MPLLLLLLLLPSPLHP (SEQ ID NO: 5). Si
se desea, uno o mAs aminocdcidos pueden insertarse
adicionalmente entre la primera porciédn polipeptidica que
comprende la porcién de IL-2]1 o del receptor de la IL-21 y
la segunda porcidn polipeptidica.

El sequndo polipéptido, es de manera preferida
soluble. En algunas mecdalidades, el segundo polipéptido
aumenta la vida media (por ejemplo, la vida media en suero)
del polipéptido enlazado. En algunas modalidades, el
sequndo polipéptido incluye una secuencia que facilita la
asociaciétn del polipéptido de fusién con un segundo
polipéptido del receptor de la IL-21. En las modalidades
preferidas, el segundo polipéptido incluye al menos una
regién de un polipéptido de inmunoglobulina. Los
polipéptidos de fusién de inmunoglobulina se conocen en la
técnica, y se describen en, por ejemplo, las Patentes de
los Estados Unidos Nos. 5,516,964; 5,225,538; 5,428,130;
5,514,582; 5,714,147; y 5,455,165.
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En algunas modalidades, el segundo polipéptido
comprende un polipéptido de inmunoglobulina de longitud
completa. De manera alterna, el segundo polipéptido
comprende un polipéptido de inmunoglobulina con menos gque
la longitud completa, por ejemplo, una cadena pesada, una
cadena ligera, Fab, Fabz, Fv o Fc. De manera preferida, el
segundo polipéptido incluye la cadena pesada de un
polipéptido de inmunoglobulina. De manera mas preferida,
el segundo polipéptido incluye 1la regién Fc de un
polipéptido de inmunoglobulina.

En algunas modalidades, el segundo polipéptido
tiene una funcién menos efectora que la funcidén efectora de
una regién Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina del
tipo silvestre. La funcién efectora del Fc incluye, por
ejemplo, la unién al receptor Fe, la Eijacién
complementaria y la actividad que agota las células T.
(Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No.
6,136,310). Los métodos para ensayar la actividad que
agota las células T, la funcién efectora de Fc y la
estabilidad del anticuerpo se conocen en la técnica. En
una modalidad, el segundo polipéptido tiene baja o ninguna
afinidad por el receptor Fc. En una modalidad alterna, el
segundo polipéptido tiene baja o ninguna afinidad para la
proteina complementaria Clgq.

Una sequnda secuencia polipeptidica preferida,
incluye la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6.

Esta secuencia incluye una regién Fc. Los aminoacidos
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subrayados son aquéllos que difieren del aminodcido
encontrado en la posicién correspondiente de la secuencia

de inmunoglobulina del tipo silvestre:

HTCPPCPAPEALGAPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAK

TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY! KCKVSHKALP_‘{PIEK‘I‘ISKAKBQPRBPQWTLPP
BREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWBSNGQPWPPVLDSDGBF?LYBKLTUDKSRHQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (8BG ID NO:6 }

Anticuerpos de IL-21 y el Receptor de IL-21

El término “anticuerpo”, como se utiliza aqui, se
refiere a moléculas de inmunoglobulina y a porciones
inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina
(Ig), es decir, moléculas que contienen un sitio de unién
al antigeno que se une especificamente (iﬁmunorreacciona
con) un antigeno. Tales anticuerpos incluyen, por ejemplo,
fragmentos policlonales, monoclonales, quiméricos, de una
sola cadena, Fab, Fab’ y F(ab’)2, y una biblioteca de
expresién de Fab. En general, una molécula de anticuerpo
obtenida de humanos, se relaciona con cualquiera de las
clases de IgG, IgM, IgA, IgE e IgD, que difieren unas de
las otras por la naturaleza de su cadena pesada presente en
la molécula. Ciertas clases tienen también subclases,
tales como IgGl, IgG2, y otras. Ademds, en los humanos, la
cadena ligera puede ser una cadena kappa o una cadena
lambda. La referencia en la presente a los anticuerpos,
incluye una referencia para todas de tales clases,
subclases y tipos de especies de anticuerpos humanos. Lo

anticuerpos para los polipéptidos de IL-21 o del receptor

7



10

15

20

25

43

de la IL-21, también incluye anticuerpos para las proteinas
de fusién que contienen los polipéptidos de IL-21 o del
receptor de la IL-21 o fragmentos de polipéptidos de IL-21
o del receptor de la IL-21.

Un polipéptido de IL-21 o un polipéptido del
receptor de la IL-21 puede utilizarse como un antigeno, o
una porcién o fragmento del mismo, y ademids puede
utilizarse como un inmunégeno, para generar anticuerpos que
se unen inmunoespecificamente al antigeno, utilizando
técnicas estandar para la preparacién del anticuerpo
policlonal y monoclonal. Los fragmentos peptidicos
antigénicos del antigeno para utilizarse como inmunégenos
incluyen, por ejemplo, al menos 7 residuos de aminoAcidos
de la secuencia de aminoacidos de la regién amino terminal,
tal como una secuencia de amino&cidos mostrada en las SEQ
ID NO: 1 6 3, y que abarca un epitopo de las mismas, de
manera que un anticuerpo que se extiende contra el péptido
forma un complejo inmune especifico, con la proteina de
longitud completa o con cualquier fragmento que contiene el
epitopo. De manera preferida, el péptido antigénico
comprende al menos 10 residuos de aminodcidos, o al menos
15 residuos de aminodcidos, o© al menos 20 residuos de
aminodcidos, o al menos 30 residuos de aminodcidos. Los
epitopos preferidos abarcados por el péptido antigénico son
regiones de la proteina que se localizan en su superficie;
cominmente éstas son regiones hidrofilicas.

En algunas modalidades, al menos un epitopo
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abarcado por el péptido antigénico es una regién del
polipéptido de IL-21 o del receptor de la IL-21 que se
localiza en la superficie de la proteina, por ejemplo, una
regién hidrofilica. Un analisis de la hidrofobicidad del
polipéptido de IL-21 o del receptor de la IL-21, indicaré
cuales regiones de una proteina de IL-21 o del receptor de
la IL-21 son particularmente hidrofilicas y, por lo tanto,
es probable que codifiquen 1los residuos superficiales
dtiles para identificar la produccién del anticuerpo. Como
un medio para identificar la produccién del anticuerpo,
pueden generarse graficas de hidropatia que muestren las
regiones de hidrofilicidad e hidrofobicidad, mediante
cualquier método bien conocido en la técnica, incluyendo,
por ejemplo, los métodos de Kyte Doolittle o de Hopp Wocods,
ya sea con o sin transformada de Fourier. Véase, por
ejemplo, Hopp y Woods (1981) Proc. Nat. Acad. Sci. EUA 78:
3824-3828; Kyte y Doolittle (1982} J. Mol. Biol. 157: 105-
142, Los anticuerpos que son especificos para uno © mas
dominios dentro de una proteina antigénica, o 1los
derivados, fragmentos u homdlogos de los mismos, también se
proporcionan aqui.

Una proteina de 1la invencién, o© un derivado,
fragmento, anadloge, homélogo u ortbdlogo de la misma, puede
utilizarse como un inmundégeno en la generacién de
anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a estos
componentes de la proteina.

Varios procedimientos conocidos dentro de 1la

71
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técnica pueden utilizarse para la producciédn de anticuerpos
policlonales o monoclonales, dirigidos contra una proteina
de la invencién, o contra derivados, fragmentos, andlogos,
homélogos u ortélogos de la misma. Véase, por ejemplo,
ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, Harlow y Lane (1988) Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.

Algunos de estos anticuerpos se discuten a continuacién.

Anticuerpos Policlonales

Para la produccién de los anticuerpos
policlonales, varios animales hospederos adecuados ({por
ejemplo, conejo, cabra, ratén u otro mamifero), pueden
inmunizarse mediante una o mis inyecciones con la proteina
nativa, una variante sintética de la misma, o un derivado
de lo anterior. Una preparacidén inmuncgénica apropiada
puede contener, por ejemplo, la proteina inmunogénica
natural, un polipéptido sintetizado quimicamente que
represente la proteina inmunogénica, o wuna proteina
inmunogénica expresada recombinantemente. Ademas, la
proteina puede conjugarse a una segunda proteina conocida
por ser inmunogénica en el mamifero que estd siendo
inmunizado. Los ejemplos de tales proteinas inmunogénicas
incluyen, de manera no exclusiva, la hemocianina de lapa
calada, seroalbumina, tiroglobulina bovina e inhibidor de
la tripsina de soya.

La preparacién puede incluir ademés un

adyuvante.Varios adyuvantes utilizados para incrementar la



10

15

20

25

46 g/

respuesta inmunolégica incluyen, de manera no exclusiva, el
de Freund (completo e incompleto), geles minerales (por
ejemplo, hidréxido de aluminio), sustancias con superficie
activa (por ejemplo, 1lisolecitina, polioles plurénicos,
polianiones, péptidos, emulsiones oleosas, dinitrofenol,
etc.), adyuvantes utilizables en humanos, tales como el
Bacilo de Calmette-Guerin y Corynebacterium parvum, o
agentes inmunoestimuladores similares. Los ejemplos
adicionales de adyuvantes que pueden utilizarse incluyen
adyuvante MPL-TDM (monofosforilo Lipido A, dicorinomicolato
de trehalosa sintético).

Las moléculas del anticuerpo policlonal dirigidas
contra la proteina inmunogénica pueden aislarse del
mamifero (por ejemplo, de la sangre), y purificarse ademas
mediante técnicas bien conocidas, tales como cromatografia
por afinidad, utilizando la proteina A o la proteina G, que
proporcionan principalmente la fraccién de IgG del suero
inmune. En consecuencia, o de manera alterna, el antigeno
especifico que es el objetivo de 1la inmunoglobulina
buscada, o un epitopo del mismo, puede inmovilizarse en una
columna para purificar el anticuerpo especifico inmune
mediante cromatografia por inmunoafinidad. La purificacién
de las inmunoglcobulinas se discute, por ejemplo, por

Wilkinson. Wilkinson (2000) The Scientist, 14: 25-28.

Anticu.ggoa Monoclonales

El término “anticuerpo monoclonal” (MAb) o
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“*composicidén de anticuerpo monoclonal”, como se utiliza
aqui, se refiere a una poblacién de moléculas que contienen
Unicamente una especie molecular de moléculas de anticuerpo
gue consisten de un uUnico producto génico de cadena ligera
y wun tnico producto génico de cadena pesada. En
particular, las regiones gque determinan la complementaridad
(CDR) del anticuerpc monoclonal son idénticas en todas las
moléculas de la poblacién. Los MAb contienen asi, un sitio
que se une al antigeno, capaz de inmunorreaccionar con un
epitopo particular del antigeno, caracterizado por una
dnica afinidad de unién por éste.

Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse
utilizando métodos de hibridoma, tales comoc aquéllos
descritos por Kohler y Milstein (1975) Nature, 256: 495. En
un método de hibridoma, un ratén, h&mster, u otro animal
hospedero apropiado, se inmuniza tipicamente con un agente
inmunizante, para provocar que los linfocitos produzcan o
sean capaces de producir anticuerpos que se unirén
egspecificamente al agente inmunizante. De manera alterna,
los linfocitos pueden inmunizarse in vitro.

El agente inmmunizante incluira tipicamente el
antigeno de la proteina, fragmentos del mismc o una
proteina de fusién del mismo. Generalmente, se utilizan
los linfocitos de la sangre periférica si se desean células
de origen humano, o se utilizan células de bazo o células
de nodo linfAtico si se desean fuentes de mamifero no

humano. A continuacién, los linfocitos se fusionan con una
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linea celular inmortalizada utilizando un agente de fusién
adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula
de hibridoma. Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES
AND PRACTICE, Academic Press, (1986) pp. 59-103. Las
lineas celulares inmortalizadas son usualmente células de
mamifero transformadas, particularmente células de mieloma
de origen de roedor, bovino y humano. Usualmente, se
emplean las lineas celulares de mieloma de rata o raténm.
Las células de hibridoma pueden cultivarse en un medio de
cultivo adecuado, que contiene de manera preferida una o
mas sustancias que inhiben el crecimiento o supervivencia
de las células inmortalizadas no fusionadas. Por ejemplo,
si las células originales carecen de la enzima hipoxantin
guanin fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio
de cultivo para los hibridomas incluira tipicamente
hipoxantina, aminopterina y timidita (“medio  HAT”),
sustancias las cuales evitan el crecimiento de las células
deficientes en HGPRT.

Las lineas celulares inmortalizadas preferidas
son aquéllas que se fusionan de manera eficiente, soportan
un alto nivel estable de expresién del anticuerpo por las
células que producen el anticuerpo seleccionado, y son
sensibles a un medio, tal comc el medio HAT. Las lineas
celulares inmortalizadas mé&s preferidas, son 1lineas de
mieloma murino, gque pueden obtenerse, por ejemplo, del Salk
Institute Cell Distribution Center, San Diego, California y

de la Coleccién Americana de Cultives Tipo, Manassas,
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Virginia. Las lineas celulares de mieloma humano y de
heteromieloma de ratén-humano, también se han descrito para
la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor
(1984) J. Immunol., 133: 3001; Brodeur et al., MONOCLONAL
ANTIBODY PRODUCTION TECHNIQUES AND APPLICATIONS, Marcel
Dekker, Inc., New York, (1587) pp. 51-63).

El medio de cultivo en el cual las células de
hibridoma estidn cultivadas, puede ensayarse para la
presencia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el
antigeno. De manera preferida, la especificidad de 1la
unién de los anticuerpos monoclonales producidos por las
células de hibridoma se determina por la

inmunoprecipitacién o por un ensayo de unién in vitro, tal

COomo un radioinmunoensayo (RIA) o un ensayo
inmunoabsorbente enlazado por enzima (ELISA). Tales
técnicas y ensayos son conocidos en la técnica. La

afinidad de unién del anticuerpo monoclonal puede, por
ejemplo, determinarse mediante el andlisis Scatchard de
Munson y Pollard (1980) Anal. Biochem., 107: 220. De
manera preferida, se aislan los anticuerpos que tienen un
alto grado de especificidad y una alta afinidad de unién
para el antigeno objetivo.

Después de que las células deseadas del hibridoma
se identifican, las clonas pueden subclonarse mediante el
procedimiento de dilucién limitada y se hacen crecer
mediante métodes estandar. Un medio de cultive adecuado

para este propésito incluye, por ejemplo, Medio de Eagle
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Modificado por Dulbecco y medio RPMI-1640. De manera
alterna, las células de hibridoma pueden hacerse crecer in
vivo como ascitos en un mamifero.

Los anticuerpos monoclonales secretados por las
subclonas pueden aislarse o purificarse del medio de
cultivo o el fluido de los ascitos mediante procedimientos
de purificacién de la inmunoglobulina convencionales, tales
como, por ejemplo, proteina A-Sepharose, cromatografia con
hidroxiapatita, electroforesis en gel, didlisis o]
cromatografia por afinidad.

Los anticuerpos monoclonales también pueden
hacerse mediante métodos de ADN recombinante, tales como
aquéllos descritos en la Patente de los Estados Unidos No.
4,816,567. El BADN gque codifica 1los anticuerpos
monoclonales de la invencidén puede aislarse y secuenciarse
fadcilmente utilizando procedimientos convencionales (por
ejemplo, utilizando sondas oligonucleotidicas que son
capaces de unirse especificamente a genes que codifican las
cadenas pesada y ligera de los anticuerpos murinos). Las
células de hibridoma de la invencidn sirven como una fuente
preferida para tal ADN. Una vez aislado, el ADN puede
colocarse en vectores de expresién, los cuales se
transfectan a continuacién en células hospederas, tales
come células COS de simioc, células de ovario de hamster
Chino (CHO)}, o células de mieloma que de otra manera, no
producen proteina de inmunoglobulina, para obtener la

sintesis de los anticuerpos monoclonales en las células
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hospederas recombinantes. El ADN también puede
modificarse, por ejemplo, sustituyendo la secuencia
codificante por los dominios constantes de la cadena pesada
y ligera en lugar de las secuencias murinas homélogas
(Patente de 1los Estados Unidos No. 4,816,567; Morrison
(1994) Nature 368,812-13), o mediante la unién covalente a
la secuencia que codifica la inmunoglobulina, toda o parte
de la secuencia codificante para un polipéptido que no es
de inmunoglobulina. Tal polipéptido que no es de
inmunoglobulina, puede susatituirse por 1los <dominios
constantes de un anticuerpo de 1la invencién, o puede
sustituirse por los dominios variables de un sitio que se
combina con el antigeno de un anticuerpo de la invencidn,

para crear un anticuerpo bivalente quimérico.

Anticuerpos Humanizados

Los anticuerpos dirigidos contra los antigenos de
proteina de la invencién pueden comprender ademas
anticuerpos humanizados o anticuerpos humanos. Estos
anticuerpos son adecuados para la administracién a humanos
8in provocar una respuesta inmune por el humano contra la
inmunoglobulina administrada. Las formas humanizadas de
los anticuerpos son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de
inmunoglobulina o fragmentos de las mismas (talea como Fv,
Fab, Fab’, F(ab’)2 u otras subsecuencias que Se unen al
antigeno de los anticuerpos), que comprenden principalmente

la secuencia de una inmunoglobulina humana, y contienen una
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secuencia minima derivada de una inmunoglobulina no humana.
La humanizacién puede realizarse siguiendo el método de
Winter y colaboradores (Jones et al. ({1986) Nature, 321:
522-525; Riechmann et al. (1988) Nature, 332: 323-327;
Verhoeyen et al. (1988) Science, 239: 1534-1536),
sustituyendo la secuencia CDR de roedor o CDR para las
secuencias correspondientes de wun anticuerpo humano.
{Véase también 1la Patente de los Estados Unidos No.
5,225,539). En algunos casos, los residuos de 1la
estructura de Fv de la inmunoglobulina humana se reemplazan
por los residuos no humanos correspondientes. Los
anticuerpos humanizados también pueden comprender residuos
gue no se encuentran en el anticuerpo receptor, ni en las
secuencias CDR importadas o de la estructura. En general,
el anticuerpo humanizado comprenderia sustancialmente todos
de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en
los cuales todas o sustancialmente todas las regiones CDR
corresponden a aquéllas de la inmunoglobulina no humana y
todas o sustancialmente todas las regiones de la estructura
son aquéllas de una secuencia de consenso de la
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado de manera
6ptima, también comprendera al menos una porcién constante
de una regién de la inmunoglobulina (Fc), tipicamente
aquélla de una inmunoglobulina humana (Jones et al., 1986;
Riechmann et al., 1988; y Presta (1992) Curr. Op. Struct.
Biol., 2: 593-596).
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Anticuerpos Humanos

Los anticuerpos totalmente humanos se relacionan
con las moléculas de anticuerpo en las cuales esencialmente
toda las secuencias de ambas de la cadena ligera y la
cadena pesada, incluyendo las CDR, surgen de genes humanos.
Tales anticuerpos se denominan “anticuerpos humanos”, o
“anticuerpos completamente humanos”, en la presente. Los
anticuerpos monoclonales humanos pueden prepararse por la
técnica del trioma; la técnica del hibridoma de la célula B
humana (véase, Kozbor, et al. (1983) Immunol Today 4: 72),
y la técnica del hibridoma EBV para preoducir anticuerpos
monoclonales humanos (véase Cole, et al., 1985 En:
MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss,
Inc., pp. 77-96). Los anticuerpos monoclonales humanos
pueden utilizarse en la practica de la presente invencién y
pueden producirse utilizando hibridomas humanos (véase
Cote, et al. (1983) Proc Natl Acad Sci USA 80: 2026-2030),
o transformando las células B humanas con Virus de Epstein
Barr in vitro (véase Cocle, et al. (1985) En: MONOCLONAL
ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., Ppp.
77-96) .

Ademds, los anticuerpos humanos también pueden
producirse utilizando técnicas adicionales, incluyendo
bibliotecas que muestran fagos. Véase, Hoogenboom y Winter
{(1991) J. Mol. Biol., 227: 381; Marks et al. (1991) J. Mol.
Biol., 222: 581. De manera similar, 1los anticuerpos

humanos pueden hacerse introduciendo lugares especificos de
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inmunoglobulina humana en animales transgénicos, por
ejemplo, ratones, en los <cuales los genes de 1la
inmunoglobulina enddégena se han inactivado parcial o
completamente. Tras el desafio, se observa la produccién
del anticuerpo humano, el cual se parece estrechamente al
observado en los humanos en todos los aspectos, incluyendo
el rearregio génico, el montaje y el repertorio del
anticuerpo. Este método se describe, por ejemplo, en las
Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,545,807; 5,545,806;
5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,661,016, y en Marks et
al. (Bio/Technology 10, 779-783 (1992)); Lonberg et al.
(Nature 368, B56-859 (1994)); Morrison (Nature 368, 812-13
{(1994)); Fishwild et al., (Nature Biotechnology 14, 845-51
(1996) ); Neuberger (Nature Biotechnology 14,826 (1996)); y
Lonberqg y Huszar (Intern. Rev. Immunol. 13, 65-93 (1995)).
Los anticuerpos humanos pueden producirse
adicionalmente utilizando animales no humanos transgénicos,
que se modifican para producir anticuerpos completamente
humanos mas que los anticuerpos endbégencs del animal en
respuesta al desafio por un antigeno. Véase la publicacién
del PCT W094/02602. Los genes enddgenos que codifican las
cadenas de inmunoglobulina de las cadenas pesada y ligera
en el hospederc no humane se han incapacitado, y se
insertan sitios especificos activos que codifican las
inmunoglobulinas humanas de cadena pesada y ligera en el
genoma del hospedero. Los genes humanos se incorporan, por

ejemplo, utilizando cromosomas artificiales de levadura que
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contienen los segmentos requeridos de ADN humano. Un
animal que proporciona todas las modificaciones deseadas,
se obtiene entonces, como la progenie, hibridando los
animales transgénicos intermediarios que contienen menos
que el complemento completo de las modificaciones. La
modalidad preferida de tal animal no humano es un ratén, y
se denomina el Xenomouse™, como se describe en las
publicaciones del PCT WO 96/33735 y WO 96/34096. Este
animal produce células B, que secretan inmunoglobulina
completamente humana. Los anticuerpos pueden obtenerse
directamente del animal después de la inmunizacién con un
inmunégeno de interés, como, por ejemplo, una preparacién
de un anticuerpo policlonal, o© de manera alterna, de
células B inmortalizadas derivadas del animal, tales como
hibridomas que producen anticuerpos monoclonales. Ademas,
los genes que codifican las inmunoglobulinas con regiones
humanas variables pueden recuperarse y expresarse para
obtener los anticuerpos directamente, o pueden modificarse
ademids para obtener andlcgos de anticuerpos tales como, por
ejemplo, moléculas Fv de una socla cadena.

Un ejemplo de un método para producir un
hospedero no humano, ejemplificado como un ratén, que
carece de la expresién de una cadena pesada de una
inmunoglobulina endégena, se describe en la Patente de los
Estades Unidos No. 5,939,598. Puede obtenerse por un
métode que incluye suprimir los genes del segmento J de al

menos un sitio especifico de la cadena pesada endégena en
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una célula germinal embriénica para evitar el rearreglo de
los sitios especificos, y para evitar la féimacién de un
transcripto de un sitio especifico de la cadena pesada de
inmunoglobulina rearreglada, 1la supresién se efectia
diversificando un vector que contiene un gen que codifica
un marcador seleccionable; y produciendo de la célula
germinal embriénica un raté4n transgénico, cuyas células
gsomAticas y germinales contienen el gen que codifica el
marcador seleccionable,

Un método para producir un anticuerpo de interés,
tal como un anticuerpo humano, se describe en la Patente de
los Estados Unidos No. 5,916,771. Incluye introducir un
vector de expresidén que contiene una secuencia nucleotidica
que codifica una cadena pesada en una célula hospedera de
mamifero en cultivo, introduciendo un vector de expresién
que contiene una secuencia nucleotidica que codifica una
cadena ligera en otra c¢élula hospedera de mamifero, vy
fusionando las dos células para formar una célula hibrida.
La célula hibrida expresa un anticuerpo que contiene la
cadena pesada y la cadena ligera.

En una mejora adicional de este procedimiento, en
la publicacién del PCT WO 99/53049, se describe un método
para identificar un epitopo clinicamente relevante en un
inmunégeno, y un método correlativo para seleccionar un
anticuerpo que se une inmunoespecificamente al epitope

relevante con alta afinidad.

q1
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Fragmentos Fab y Anticuerpos da una Sola Cadena

De acuerdo con la invencién, las técnicas pueden
adaptarse para la produccién de anticuerpos de una sola
cadena, especificos a una sola proteina antigénica de la
invencién (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados
Unidos No. 4,946,778). Ademés, 1los métodos pueden
adaptarse para la construccidén de bibliotecas de expresidn
de Fab (véase, ejemplo, Huse, et al. (1989) Science 246:
1275-1281), para permitir una identificacién répida vy
efectiva de 1los fragmentos Fab monoclonales con la
especificidad deseada para una proteina, o derivados,
fragmentos, andlogos u homélogos de 1la misma. Los
fragmentos de anticuerpos que contlienen los idiotipos para
un antigeno de proteina pueden producirse mediante técnicas
conocidas en el campo, incluyendo, de manera no exclusiva:
(i) un fragmento F({ab’)s: producido por la digestién de
pepsina de una molécula del anticuerpo; (ii) un fragmento
Fab generado reduciendo los puentes disulfuro de un
fragmento F{ab’)i; (iii) un fragmento Fab generado por el
tratamiento de la molécula del anticuerpo con papaina y un

agente reductor y (iv) fragmentos Fv.

Anticuerpos Biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos
monoclonales, de manera preferida humanos o humanizados,
que tienen especificidades de unién por al menos dos

antigenos diferentes. En el caso presente, una de las
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especificidades de unién es para una proteina antigénica de
la invencién. El segundo objetivo de unién es cualquier
otro antigeno, y de manera ventajosa, es una proteina de la
superficie celular o un receptor o subunidad del receptor.

Los métodos para hacer anticuerpos biespecificos
se conocen en la técnica. Tradiciocnalmente, la producciébn
recombinante de anticuerpos biespecificos, se basa en la
coexpresién de dos pares de cadena pesada/cadena ligera de
inmunoglobulina, en donde las dos cadenas pesadas tienen
diferentes especificidades. (Milstein y Cuello (1983)
Nature, 305: 537-539. Debido a la clasificacién aleatoria
de las cadenas pesada y ligera de la inmunoglobulina, estos
hibridomas (cuadromas), precducen una mezcla potencial de
diez diferentes moléculas de anticuerpo, de las cuales sola
una tiene la estructura biespecifica correcta. La
purificacién de 1l1la molécula correcta se lleva a cabo
usualmente mediante pasos de cromatografia por afinidad.
Los procedimientos similares se describen en WO 93/08829, y
en Traunecker et al. (1991) EMBO J., 10: 3655-3659.

Los dominios variables del anticuerpc con las
especificidades de unién deseadas (sitios que combinan el
anticuerpo-antigeno), pueden fusionarse a la secuencia del
dominio constante de la inmunoglobulina. La fusién, de
manera preferida, es con un dominio constante de cadena
pesada de la inmunoglobulina, que comprende al menos parte
de la articulacién, las regiones CH2 y CH3. Se prefiere

tener la primera regién constante de cadena pesada {CH1)

47
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que contenga el sitio necesario para la unién de la cadena
ligera, presente en al menos una de las fusiones. Los ADN
que codifican las fusiones de la cadena pesada de la
inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de la
inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresién
separados, y 8Se cotransfectan en un organismo hospedero
adecuado. Para los detalles adicionales de la generaciébn
de anticuerpos biespecificos, véase, por ejemplo, Suresh et
al. (1986) Methods in Enzymology, 121: 210.

De acuerdo con otro método descrito en WO
96/27011, la 4interfaz entre un par de moléculas del
anticuerpo pueden modificarse para maximizar el porcentaje
de heterodimeros que se recuperan del cultivo celular
recombinante. ILa interfaz preferida comprende al menos una
parte de la regién CH3 de un dominio constante del
anticuerpo. En este método, una o mas cadenas laterales de
aminodcidos pequefios de la interfaz de la primera molécula
del anticuerpo, se reemplazan con cadenas laterales mas
grandes (por ejemplo tirosina o triptéfano). Las
“cavidades” compensadoras de tamaflo idéntico o similar a la
cadena lateral grande, se crean en la interfaz de la
segunda molécula del anticuerpo, reemplazando las cadenas
laterales de aminoAcidos grandes con pequefias (por ejemplo,
alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para
incrementar el rendimiento del heterodimero sobre otros
productos finales no deseados, tales como los homodimeros.

Los anticuerpds biespecificos pueden prepararse

11
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como anticuerpos de longitud completa o como fragmentos de
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos F(ab’ )2
biespecificos). Las técnicas para generar los anticuerpos
biespecificos de 1los fragmentos de anticuerpo, se han
descrito en la literatura. Por ejemplo, los anticuerpos
biespecificos pueden preducirse utilizando wun enlace
quimico. Brennan et al. (1985) Science 229: 81, describe
un procedimiento en donde 1los anticuerpos intactos se
escinden proteoliticamente para generar fragmentos F(ab’}a.
Estos fragmentos se reducen en la presencia del agente
complejante de ditiol de arsenito sé6dico para estabilizar
los ditioles vecinos, y evitar la formacién de disulfuro
intermolecular. Los fragmentos Fab’ generados, se
convierten a continuacién a derivados de tionitrobenzoato
(TNB). Uno de los derivados de Fab’-TNB, se reconvierte a
continuacién al Fab’-tiol mediante 1la reduccidén con
mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar
del otro derivado de Fab’-TNB para formar el anticuerpo
biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos,
pueden utilizarse como agentes para la inmovilizacién
selectiva de enzimas.

Adicionalmente, los fragmentos Fab’ pueden
recuperarse directamente de E. coli y acoplarse
quimicamente para formar anticuerpos biespecificos.
Shalaby et al. (1992) J. Exp. Med. 175: 217-225, describe
la produccién de una molécula de anticuerpc F(ab’):

biespecifico, completamente humanizado. Cada fragmento de
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Fab’ se secreté de manera separada de E. coli y se sometid
a un acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar un
anticuerpo biespecifico. El anticuerpo biespecifico asi
formado fue capaz de unirse a células que sobreexpresan el
receptor ErbB2 y las células T humanas normales, asi como
desencadenar la actividad litica de los 1linfocitos
citotéxicos humanos contra los objetivos del tumor de mama
humano.

También se han descrito varias técnicas para
hacer y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos
directamente de un cultivo celular recombinante. Por
ejemplo, los anticuerpos biespecificos se han producido
utilizando cremalleras de leucina. Kostelny et al. (1992)
J. Immunol. 148 (5):1547-1553. Los péptidos de cremallera
de leucina de las proteinas Fos y Jun, se enlazaron a las
porciones Fab’ de dos anticuerpos diferentes mediante
fusién génica. Los homodimercs del anticuerpo se redujercn
en la regién de articulacidn para formar mondémeros, y a
continuacién se reoxidaron para formar los heterodimeros
del anticuerpo. Este método también puede utilizarse para
la produccién de homodimeros de anticuerpos. ILa tecneclogia
de “diacuerpos”, descrita por Hollinger et al. (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. EUA 90:6444-6448, ha proporciocnado un
mecanismo alterno para hacer fragmentos de anticuerpos
biespecificos. Los fragmentos comprenden un dominio
variable de cadena pesada (Vyg) conectados a un dominio

variable de cadena ligera (V.), mediante un enlazante que

g6
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es demasiado corto para permitir que se apareen entre los
dos dominios en la misma cadena. En consecuencia, los
dominiocs Vy y Vi de un fragmento son forzados a aparearse
con los dominios V, y Vy complementarios de otro fragmento,
formando por lo tanto dos sitics de unién al antigeno.
También se ha reportado otra estrategia para hacer los
fragmentos de anticuerpos biespecificos mediante el uso de
dimeros Fv de una sola cadena (sFv). Véase, Gruber et al.
(1994) J. Immunol. 152:5368.

Los anticuerpes con mas de dos valencias estéan
contemplados. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos
triespecificos. Tutt et al. (1991) J. Immunol. 147:60.

Los anticuerpos biespecificos ejemplares pueden
unirse a dos diferentes epitopos, al menos uno de los
cuales se origina en el antigeno de la proteina de 1la
invencién. De manera alterna, el brazo anti-antigénico de
una molécula de inmunoglobulina puede combinarse con un
brazo que se una a una molécula desencadenante en un
leucocito tal como una molécula de un receptor de una
célula T (por ejemplo, CD2, CD3, CD28 o B7), o receptores
Fc para IgG (Fc R), tales como Fc RI (CDé4), Fc RII (CD32)
y Fc RITII (CD16), para enfocar los mecanismos de la defensa
celular a la célula que expresa el antigeno particular.
Los anticuerpos biespecificos, también pueden utilizarse
para dirigir los agentes citotbéxicos a las células que
expresan un antigeno particular. Muches anticuerpos,

poseen un brazo que se una al antigeno, y un brazo que se
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une a un agente citotéxico o un quelante radionuclidico,
tal comoe EQTUBE, DPTA, DOTA o TETA. Otro anticuerpo
biespecifico de interés se une al antigeno de la proteina

descrito aqui, y se une ademds al factor del tejido (TF).

Composicionea Farmacéuticas

Los moduladores de IL-21 descritos aqui, pueden
proporcionarse de manera conveniente en composiciones
farmacéuticas. Las composiciones son adecuadas, de manera
preferida para wuso interno, e incluyen una cantidad
efectivh de un compuesto farmacolégicamente activo de la
invencién, soclo o en combinacién, con uno o mis portadores
farmacéuticamente aceptables. Los compuestos son
especialmente Gtiles en que tienen toxicidad muy baja, si
la tienen.

En la practica, los compuestos o sus sales
farmacéuticamente aceptables, se administran en cantidades
que serdn suficientes para efectuar el cambio deseado, es
decir, un incremento o disminucién en los niveles de IL-21,
y se utilizan en la forma farmacéutica mas adecuada para
tales propésitos.

Por ejemplo, para la administracién oral en la
forma de una tableta o cédpsula (por ejemplo, una céapsula de
gelatina), el componente del farmaco activo puede
combinarse con un portador oral, inerte, no téxico
farmacéuticamente aceptable, tal como etancl, glicerel,

agua y lo similar. Ademés, cuando se desea o es necesario,
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también pueden incorporarse en la mezcla aglutinantes,
lubricantes, agentes desintegrantes y agentes colorantes
adecuados. Tales aglutinantes incluyen almidén, silicato
de magnesio y aluminio, pasta de almidén, gelatina,
metilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica y/o
polivinilpirrolidona, azicares naturales, tales como
glucosa o Dbeta-lactosa, edulcorantes de maiz, gomas
naturales y sintéticas tales como acacia, tragacanto o
alginato sédico, polietilenglicol, ceras y lo similar. Los
lubricantes wutilizados en estas formas de dosificacién
incluyen oleato sb6dico, estearatc sédico, estearato de
magnesio, benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de
sodio, silice, talco, 4&cido estedrico, sus sales de
magnesio o calcio y/o polietilenglicol y lo similar. Los
desintegrantes incluyen, de manera no exclusiva, almidén,
metil celulosa, agar, bentonita, goma xantana, almidones,
agar, Acido alginico o su sal sbdica o mezclas
efervescentes y lo similar. Los diluyentes incluyen, por
ejemplo, lactosa, dextrosa, sucrosa, manitol, sorbitol,
celulosa y/o glicina.

Las composiciones inyectables son de manera
preferida, soluciones o suspensiones isoténicas acuosas, y
los supositorios se preparan de manera ventajosa a partir
de emulsiones y suspensiones grasas. Las composiciones
pueden estar esterilizadas y/o contener adyuvantes, tales
como agentes conservadores, estabilizantes, humectantes, o©

emulsificantes, promotores de 1la solucibén, sales para
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regular la presién osmética y/o amortiguadores. Ademés,
pueden contener también otras sustancias terapéuticamente

valiosas. Las composiciones se preparan de acuerdo con los

métodos de mezclado, granulacién o recubrimiento
convencionales, respectivamente, Y contienen
aproximadamente 0.1 a 75%, de manera preferida

aproximadamente 1 a 50%, del ingrediente activo.

Los compuestos de la invencién también pueden
administrarse en formas de dosificacién oral como tabletas
o cépsulas, pildoras, polvos, granulos, elixires, tinturas,
suspensiones, jarabes Y emulsiones de liberacién
temporizada y liberacién sostenida.

Las composiciones liquidas, particularmente
inyectables, pueden prepararse mediante disolucién,
dispersién, etc. El compuesto activo se disuelve en o se
mezcla con un solvente farmacéuticamente puro, tal como por
ejemplo, agua, suero fisiolégico, dextrosa  acuosa,
glicerol, etanol, y lo similar, para formar por lo tanto la
solucién o suspensidén inyectable. Adicionalmente, pueden
formularse formas sélidas adecuadas para disolverse en un
liquido antes de 1la inyeccién. Las composiciones
inyectables son, de manera preferida, soluciones o
suspensiones isoténicas acuosas. Las composiciones pueden
estar esterilizadas y/o contener adyuvantes, tales como
agentes conservadores, estabilizantes, humectantes o
emulsificantes, promotores de la solucién, sales para

reqular la presidén osmética y/o amortiguadores. Ademas,
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pueden contener también otras sustancias terapéuticamente
valiosas.

Los compuestos de la invencién pueden
administrarse en forma intravencosa (tanto bolo como
infusién), intraperitoneal, subcutdnea o¢ intramuscular,
todas utilizando formas bien conocidas por aquellos con
experiencia en las técnicas farmacéuticas. Los inyectables
pueden prepararse en formas convencionales, ya sea como
soluciones o suspensiones liquidas.

La administracién inyectable parenteral se
utiliza generalmente para 1las inyecciones e infusiones
subcutineas, intramusculares o intravenosas. Ademas, un
método para la administracién parenteral emplea el implante
de sistemas de liberacién lenta o liberaciédn sostenida, que
aseguran gque sSe mantiene un nivel de dosificacién
constante, de acuerdo con la Patente de los Estados Unidos
No. 3,710,795, incorporada aqui como referencia.

Ademas, los compuestos preferidos para la
invencién pueden administrarse en forma intranasal wvia uso
tépico de vehiculos intranasales adecuados, o via rutas
transdérmicas, utilizando aquellas formas de parches para
la piel transdérmicos bien conocidos por aquellos con
experiencia ordinaria en la técnica. Para ser administrado
en la forma de un sistema de suministro transdérmico, la
administracién de 1la dosificacién, por supuesto, sera
continua mAs que intermitente a través del régimen de

dosificacién. Otras preparaciones tépicas preferidas
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incluyen cremas, ungfientos, lociones, rocios en aerosol y
geles, en donde la concentracién del ingrediente activo
variard de 0. 1% al 15%, peso/peso o peso/volumen.

Para las composiciones sbélidas, pueden utilizarse
los excipientes que incluyen grados farmacéuticos de
manitol, lactosa, almidén, estearatc de magnesio, sacarina
sbdica, talco, celulosa, glucosa, sucrosa, carbonato de
magnesio y lo similar. El compuesto activo definido
anteriormente, puede formularse también como supositorios,
utilizando por ejemplo, polialquilenglicoles, por ejemplo,
propilenglicol como el portador. En algunas modalidades,
los supositorios se preparan de manera ventajosa a partir
de emulsiones o suspensiones grasas.

Los compuestos de la invencién también pueden
administrarse en la forma de sistemas de suministro de
liposomas, tales c¢omo vesiculas unilaminares pequeilas,
vesiculas unilaminares grandes y vesiculas multilaminares.
Los liposomas pueden formarse a partir de una variedad de
fosfolipidos, que contienen colestercl, estearilamina o
fosfatidilcolinas. En algunas modalidades, una pelicula de
componentes lipidicos se hidrata con una solucidén acuosa de
farmaco para formar una capa lipidica que encapsula el
farmaco, como se describe en la Patente de lcs Estados
Unidos No. 5,262,564.

Los compuestos de la invencidén también pueden
suministrarse mediante el uso de anticuerpos monoclonales

como portadores individuales a los cuales se acoplan las
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moléculas del compuesto. Los compuestos de la invencidn
también pueden acoplarse con polimeros solubles como
portadores identificables del farmaco. Tales polimeros

pueden incluir polivinilpirrolidona, copolimero de pirano,

polihidroxipropil-metacrilamida-£fenol, polihidroxietil- -

aspanamidafenol o polietilenoxidopolilisina sustituida con
residuos de palmitoilo. Ademas, los compuestos de la
invencién pueden acoplarse a una clase de polimeros
biodegradables Gtiles para lograr la liberacién controlada
de un fArmaco, por ejemplo, Acido polilactico, poliepsilon
caprolactona, Acido polihidroxi butirico, poliortoésteres,
poliacetales, polidihidropiranos, pclicianocacrilatos y
copolimeros de bloque reticulados o anfipéticos de
hidrogeles.

Las moléculas de acido nucleico de la invenciédn
pueden insertarse en vectores y utilizarse como vectores de
terapia génica. Los vectores de terapia génica pueden
suministrarse a un sujeto, mediante, por ejemplo, inyeccién
intravenosa, administracién local (véase, por ejemplo, la
Patente de los Estados Unidos No. 5,328,470), o mediante
inyeccidn estereotactica (véase, por ejemplo, Chen, et al.,
1994, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 91:3054-3057). La
preparaciédn farmacéutica del vector de la terapia génica
puede incluir el vector de la terapia génica en un
diluyente aceptable, o puede comprender una matriz de
liberacidén lenta en la cual se incluye el vehiculo de

suministro del gen. De manera alterna, en donde el vector
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de suministro del gen completo puede producirse intacto a
partir de células recombinantes, por ejemplo, vectores
retrovirales, la preparacién farmacéutica puede incluir una
© mas células que producen el sistema de suministro del
gen.

Si se desea, la composicién farmacéutica a ser
administrada puede contener cantidades menores de
sustancias auxiliares no téxicas, tales como agentes
humectantes o emulsificantes, agentes gue amortiguan el pH,
y otras sustancias tales como, por ejemplo, acetato de
sodio, oleato de trietanolamina, etc.

El régimen de dosificacién que wutiliza los
compuestos, se selecciona de acuerdo con una variedad de
factores, incluyendo el tipo, especie, edad, peso, sexo y
condicién médica del paciente; la severidad de la condicién
a ser tratada; la ruta de administracién; la funcién renal
y hepAtica del paciente; y el compuesto particular o sal
del mismo empleado. Un médico o veterinario con
experiencia ordinaria, puede determinar faAcilmente vy
prescribir la cantidad efectiva del f&rmaco requerido para
prevenir, contrarrestar o detener el progreso de la
condieién.

Las dosis orales de la invencién, cuando se
utilizan para los efectos indicados, variaradn entre
aproximadamente 0.05 a 1000 mg/dia oralmente. Las
composiciones se proporcionan de manera preferida en la

forma de tabletas ranuradas que contienen 0.5, 1.0, 2.5,

(07
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5.0, 10.0, 15.0, 25.0, 50.0, 100.0, 250.0, 500.0 y 1000.0
mg del ingrediente activo. Los niveles en plasma efectivos
de los compuestos de la invencién, varian de 0.002 mg a 50
mg por kg de peso corporal por dia.

Los compuestos de la invencién pueden
administrarse en una sola dosis diaria, o la dosificaciébn
diaria total puede administrarse en dosis divididas en dos,
tres o cuatro veces al dia.

Cualquiera de 1las composiciones farmacéuticas
anteriores puede contener 0.1-99%, de manera preferida 1-
70% de la IL-21, el receptor de la IL-21, el agonista de la
IL-21, o el antagonista de la IL-21.

Si 8se desea, las composiciones farmacéuticas
pueden proporcionarse con un adyuvante. Los adyuvantes se
discuten anteriormente. En algunas modalidades, los
adyuvantes pueden utilizarse para incrementar la respuesta
inmunolégica, dependiendo de las especies del hospedero,
incluyendo el de Freund (completo e incompleto), geles
minerales tales como hidréxido de aluminio, sustancias con
superficie activa tales como lisolecitina, ©polioles
plurdénicos, polianiones, péptidos, emulsiones cleosas,
hemocianina de lapa calada, dinitrofenol y potencialmente
adyuvantes humanos Gtiles tales como BCG (bacilo de
Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum. Generalmente,
los animales se inyectan con el antigeno utilizando varias
inyecciones en serie, de manera preferida, incluyendo al

menos tres inyecciones de refuerzo.
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La invencién serd ilustrada ademds en los
siguientes ejemplos no limitantes. Los ejemplos 1-8 se

realizaron utilizando los siguientes materiales y métodos.
EJEMPLOS

Ratones

A menos gque se indique de otra manera, se
utilizaron ratones C57BL/6 de 6-9 semanas de edad en todos
los experimentos. Se generaron ratones deficientes en
Stat6 con una base deficiente de ratones C57BL/6, como se

describe en Kaplan, M. H., et al., Immunity 4: 313-9, 1996.

Preparacién y cultivo de los linfocitos

Los linfocitos se cultivaron en RPMI 1640
suplementado como se describe en (Kaplan, M. H., et al.,
Immunity 4: 313-9, 1996). Las células Thp sin desafiar se
purificaron del nodo linfiatico y de los bazos, mediante
clasificacién celular utilizandoe anti-CD4 y anti-CD26L
(Pharmingen; BD Life Sciences, San Diego, CA) hasta una

pureza del 95-98%.

Anticuerpos y citocinas

El antisuero T-bet especifico se preparé como se
describe en (Szabo, S. J. et al., Cell 100: 655-69, 2000).
Los anticuerpos especificos para Stat4, Statl y actina se

obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
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Un anticuerpo especifico para la Stat4 fosforilada se
obtuvo de Zymed (South San Francisco, CA}. Los anticuerpos
para anti-CD3, anti-CD28, IlL-4 e IFNy utilizados en 1los
cultivos de diferenciacién de Th se obtuvieron de
Pharmingen. La IL-4 recombinante se obtuvo de Preprotech.

La IL-2 recombinante se proporcioné por Chiron (Emeryville,

CA). La IL-12 recombinante se proporcioné por Hoffman-
LaRoche (Nutley, NJ). Se prepardé y concentrd$ la IL-21 de
ratén, expresada en sobrenadantes COS. Una unidad de

actividad se define como la concentracién de sobrenadante
requerida para inducir 50% de la proliferaciédn mixima de
las células BAF3 transfectadas con IL-21R. El sobrenadante
COS transfectado por simulacro, preparado y concentrado en
paralelo con IL-21, se utilizd como control.
Diferenciacidén in vitro de las células T helper

Las células T sin desafiar se cultivaron en
placas en placas recubiertas con anti-CD3, anti-CD28 (1
pg/ml) a 1-2 X 10%/ml en la presencia de 10 ng/ml de IL-4,
10 pg/ml de anti-IFNy (condiciones para Th2) o en 1 ng/ml
de IL-12, 10 upg/ml de anti IL-4 {condiciones para Thl}).
Las células se expandieron en IL-2 (100 U/ml) tres dias méis
tarde. Después de una semana en cultivo, las células se
estimularon con PMA/Ionomicina, y la produccién de citocina
se determiné mediante tincién de la citocina intracelular,
como se describe en (Bird, J. J. et al., Immunity 9: 229-

37, 1998).
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Analisis del ARN

El ARN total se aislé utilizande RNeasy (Qiagen;
Valencia, CA). Para los andlisis northern, el ARN se
separd en un gel de 1.5% de agarosa/6% de formaldehido y se
transfirié a una membrana GeneScreen (New England Nuclear).
La membrana se hibridd con sondas de ADNc radiomarcado para
IL-21, IL-4, IFNy, y-actina. Para la PCR RealTime, 1 pg de
ARN se cebd con oligo (dT) y se convirtié a ADNc utilizando
Superscript (Invitrogen Life Technologies; Carlsbad, CA).
25 ng de ADNc se utilizaron como un patrxén en las
reacciones de PCR utilizando una mezcla de SYBR Green 2X o
TagMan 2X PCR (Applied Biosystems; Foster City, CA) y se
analizaron en el Detector de Secuencias ABI Prism 7700
(Applied Biosystems) utilizando los siguientes cebadores:

IL-2]1 hacia adelante; 5'-aagattcctgaggatccgagaag-
3' (SEQ ID NO: 7)

IL-21 inverso: 5’ -gcattcgtgagcgtctatagtgtc-3'
{(SEQ ID NO: B)

IL-21 sonda TagMan: 5’-ttcccgaggactgaggagacgcc-3’
(SEQ ID NO: 9)

IL-12Ry2 hacia adelante: 5 -
tttccatttttgecatcaagttcte-3' (SEQ ID NO: 10)

IL-12Ry2 inverso: 5’-ccgatctagagtcagccget-3’ (SEQ
ID NO: 11)

-

Stat4 hacia adelante: 5’-aaacctgagcccaacgacaa-3/

(SEQ ID NO: 12)

Stat4 inverso: 5’-agtgtccgtttgcaccgtce-3’ (SEQ ID
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NO: 13)

Los cebadores y las sondas TagMan para la iL—d,
IFNy v GAPDH se han publicado previamente (Overbergh, L.,
et al., Cytokine 11: 305-12 1999).

Andlisis de inmunotransferencia

Los extractos de células completas se prepararon
lisando las células en Tris 50 mM, NP40 0.5%, EDTA 5 mM,
NaCl 50 mM y aclarando los lisados mediante centrifugacién.
Los extractos de proteina se separaron en gel de
poliacrilamida al 8-10% y se transfirieron a una membrana
Optitran {Schleicher vy Schuell; Keene, NH) . Las
inmunotransferencias se blogquearon durante una hora a
temperatura ambiente en leche en TBST al 5% (Tris 50 mM, pH
7.5, NaCl 100 mM, Tween 20 al 0.03%) y se incubaron con el
anticuerpo indicado a 4 gradeos Centigrados. Las
transferencias se lavaron con TBST y se incubaron con
anticuerpo conjugado con HRP de anti-conejo (Zymed) a
temperatura ambiente. Después de lavar las transferencias
con TBST, se realizé la deteccidn utilizando
quimioluminiscencia mejorada (Amersham; Piscataway, NJ), de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 1. La IL-21 se expresa de manera preferida en
las células Th inducidas a desarrollarse in vitro a lo
largo de la trayectoria Th2.

Se determiné la expresién de 1la IL-21 en los
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subconjuntos de Th. Los andlisis northern se realizaron en
ARNm de células Thp sin desafiar (precursor de Th),
diferenciadas en células Thl o Th2 durante una semana y
reestimuladas durante cuatro horas para inducir 1la
produccién de citocina. Los resultados se muestran en las
Figuras 1A-1D. Para los resultados mostrados en la Figura
1A, las células Thp se cultivaron bajo condiciones sesgadas
para Thl y Th2 durante 6 dias. Las células se dejaron en
reposo (-) o se reestimularon con PMA/Ionomicina (P+I)
durante 4 horas. El ARN se purificé y se valord la
expresién de la citocina mediante transferencia Northern.
Los resultados mostrados son representativos de tres
experimentos independientes. La IL-21 que codifica el
mensaje se detectd sélo en las células Th2 estimuladas, y
en contraste, el mensaje de la IL-21 fue indetectable en
los cultivos de Thl. Estos resultados indican que la IL-21
es una citocina especifica de Th2.

Para determinar si el potencial para expresar la
IL~21 se incrementa conforme las células se desarrollan a
lo largo de la trayectoria Th2, la expresién de la IL-21 en
lags células Thp primarias estimuladas, se comparé con la
expresién del mensaje de la IL-21 en 1las células Th2
secundarias estimuladas. Los resultados se muestran en la
Figura 1B. Para los resultados mostrados, las células Thp
se cultivaron bajo condiciones neutras y sesgadas de para
Thl y Th2, El ARN se purificé 24 horas después de 1la

estimulacién primaria y secundaria con anti-CD3. La
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expresién de la citocina se valord por duplicado mediante
PCR RealTime y se mostré con relacidén a GAPDH. Se observéd
gue el mensaje de la IL-21, como la IL-4, es relativamente
bajo en las células Thp después de 1la estimulacién
primaria. En contraste, la expresién de la 1IL-21 se
increment® marcadamente después de que se dejaron
diferenciar las células a lo largo de la trayectoria Th2.
estos resultados demuestran que la expresién del gen de la
IL-21 se regula de manera similar a otras citocinas
especificas de Th2.

Se determindé el efecto del medio de la citocina
en la expresién de la IL-21 en las células diferenciadas.
Las células Thl y Th2 se cultivaron en la presencia de IL-4
e IFNy, respectivamente, antes de la estimulacién
secundaria. Las células respondieron a estas citocinas,
como se evidencia por la activacibtn de la Staté y la Statl
por la IL-4 y el IFNy.

Se examind la capacidad de 1la IL-4 para
restablecer expresién de 1la IL-21. Los resultados se
muestran en la Figura 1C. Las células Thp se cultivaron
bajo condiciones sesgadas para Thl y Th2 durante 5 dias. la
IL-4 o el IFNy se agregaron a los cultivos indicados 24
horas antes de la estimulacién secundaria con anti-CD3. El
ARN se purific6é 24 horas después de la estimulacién
secundaria y la expresién de la IL-21 se valord por
duplicado con relacién a GAPDH mediante PCR RealTime. La

adicién de la IL-4 a las células Thl no fue capaz de

/)
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restablecer la expresién de la IL-21 al nivel observado en
las células Th2. Ademés, la adicién del IFNy a los cultivo
de Th2 no tuvo un efecto inhibidor en la expresién de IL-
21. Estos resultados demuestran que la expresién de la IL-
21 en 1las células Th2 parece fijarse primero en la
diferenciacién de Th2 y no es modulada directamente por la

IL-4 o el IFNy.

Ejemplo 2. Las células Th2 expresan IL-21 durante una
regspuesta inmune de Th2 in vivo.

La expresién de la IL-21 en 1las células Th2
durante una respuesta inmune in vivo se determiné en un
sistema de un modelo de protozoario patogénico. La
infeccién con el protozoario Leishmania major proporciona
un modelo bien caracterizado para estudiar la respuesta in
vivo de las células Th (Reiner, S. L., et al., Annu Rev
Immunol 13: 151-77,1995). Algunas cepas endégenas de
ratén, tales como C57BL/6, infectadas con L. major montan
una respuesta de Thl protectora y efectiva contra el
patégeno. De manera inversa, otras cepas endégenas de
ratén, tales como las cepas de ratones BALB, desarrollan
principalmente una respuesta de Th2 y fallan en eliminar la
infeccién.

Ambos ratones C57BL/6 y BALB/c se infectaron con
L. major. Cohortes de 8 ratones BALB/c y CS5S7BL/6 se
infectaron con L. major en las almohadillas de las patas

traseras. Después de 6 semanas las células T CD4+ de los

1Y
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nodos linfaticos drenantes se purificaron y estimularon con
anti-CD3. El ARN se purificé 6 horas después de la
estimulacién y la expresién de citocina se valordé con
relacién a GAPDH mediante PCR RealTime.

Los resultados se muestran en la Figura 1D. Como
se esperaba, las células CD4+ de 1los ratones C57BL/6
infectados expresaron mids IFNy que 1las células de los
ratones BALB/c infectados. De manera consistente con una
respuesta predominantemente de Th2, las células T CD4+ de
los ratones BALB/c infectados, produjeron de manera
significativa mas IL-4 que las células T de los ratones
C57BL/6. De manera similar a lo gque se observa bajo
condiciones sesgadas para Th2 in vitro, la IL-21 también se
expresd de manera preferida durante una respuesta de Th2 in
vivo en los ratones BALB/c. Estos resultados, combinados
con las conclusiones in vitro (Ejemploc 1}, demuestran que

la IL-21 es una citocina Th2.

Ejemplo 3. La IL-21 inhibe especificamente la
produccion de IFNy en células Th en desarrollo.

Debido a que la IL-21 comparte un perfil de
expresién similar en las células Th, asi como una similitud
estructural con la IL-4, se determiné la capacidad de 1la
IL-21, como 1la IL-4, de influenciar directamente la
diferenciacién de Th.

Para determinar el efecto de la IL-21 en la

diferenciacién de Thp, las células Thp se cultivaron bajo
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condiciones neutras y sesgadas para Thl y Th2.

Las células Thp sin desafiar purificadas, se
cebaron bajo condiciones neutras y sesgadas para Thl y Th2,
en la presencia y ausencia de IL-21. El potencial de
citocina de estas células se valoré mediante tincién de la
citocina intracelular, después de una semana en cultivo.

Los resultados se muestran en las Figuras 2A y
2B. Para los resultados mostrados en la Figura 2A, las
células se cultivaron durante una semana en la presencia de
scbrenadantes de 1IL-21 o simulados. La produccién de
citocina se valoré mediante la tincidén de 1la citocina
intracelular, cuatro horas después de la reestimulacién con
PMA/Ionomicina. Los resultados son representativos de al
menos diez experimentos.

Como con la IL4, la adicién de la IL-21 a los
cultivos neutros y de Thl resultd en una marcada reduccién
en el nimero de células que producen IFNy (Figura 2A,
condiciones neutras y de Thl). El nGmero disminuido de las
células que producen IFNy en los cultivos de Thl se
confirmé mediante anélisis ELISPOT. Sin embargo, a
diferencia de lo que se observa con la IL-4, la IL-21 por
81 misma fue incapaz de potenciar la produccién de células
Th2 gue producen IL-4 (Figura 2A, condicién neutra). El
tratamiento con IL-21 no tuvo un efecto estimulante o
inhibidor en la generacién de células que producen IL-4
bajo condiciones sesgadas para Th2 (Figura 2A, Th2).

Se determiné 1la capacidad de la 1IL-21 para

»
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afectar la produccién de IFNy de células Thp estimuladas
recientemente. Las células Thp sin desafiar purificadas,
se cultivaron bajo condiciones neutras y para Thl en la
presencia o ausencia de 1IL-21 durante 48 horas. Los
sobrenadantes resultantes del cultivo se examinaron para la
produccién de IFNy utilizando ELISA. Se encontrdé gque la
IL-21 redujo la cantidad de IFNy producido inicialmente en
los cultivos que se diferencian (Figura 2B). Por lo tanto,
la presencia de la IL-21 durante el cebado de Th afecta 1la
capacidad de las células Thl diferenciadoras y las células

efectoras para producir IFNy.

Ejemplo 4. La IL-21 no inhibe directamente la
produccién de IFNy de las células Thl efectoras.

Para determinar si la IL-21 reprime directamente
la produccién de IL-21, o en su lugar afecta la
diferenciacién de las células del IFNy, las células Thp sin
desafiar purificadas, se cultivaron bajo condiciones
sesgadas para Thl. Los sobrenadantes de IL-21 o simulados
se agregaron ya sea al inicio del cultivo (Dia 0) o 24
horas antes de la reestimulacién y el andlisis (Dia 5). La
produccién de citocina se wvaloré mediante tincién de la
citocina intracelular. Los resultados se muestran en la
Figura 3A.

A diferencia de lo que se observé cuando se
agregd la IL-2]1 en el Dia 0, la adicién de IL-21 a los

cultivos de Thl al final del periodo de diferenciacién, no
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tuvo un efecto en la produccién de IFNy, aunque las células
Thl expresan el IL-21R y son sensibles a la IL-21. Esta
conclusidédn demuestra que la IL-21 disminuye la capacidad de
la diferenciacién de la célula Thp en las células Thl que
producen IFNy, pero no inhibe directamente la produccién de

IFNy de las células Thl efectoras.

Rjemplo 5. La inhibicién de 1la 1IL-21 del IFNY es
independiente de la Staté6.

La capacidad de la IL-4 para inhibir la
diferenciacién de las células Thl depende de la expresifn
de la Staté (Kaplan, M. H., et al., Immunity 4: 313-9,
1996, Takeda, K. et al., Nature 380: 627-30 1996 y Shimoda,
K. et al., Nature 380: 630-3, 1996).

Con el fin de determinar si la inhibicién mediada
por la IL-21 de la produccién de IFNy también es
dependiente de la Stat6, se determind la capacidad de 1la
IL-21 para influenciar la diferenciacién de Thl en las
células que carecen de Stat6. Las células Thp purificadas
de ratones silvestres o deficientes en Staté, se cultivaron
durante una semana bajo condiciones sesgadas para Thl, en
la presencia de sobrenadantes de IL-21 o simuladcs. La
produccién de citocina se valoré mediante tincidén de 1la
citocina intracelular.

Los resultados se muestran en la Figura 3B. En
la ausencia de Stat6, la IL-21 fue tan efectiva para

prevenir la generacién de células que producen IFNy que en
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la presencia de Staté. Por lo tanto, a diferencia de 1la
IL-4, la IL-21 no depende de la seflalizacién de Staté para
prevenir la generacién de células Thl que producen IFNy.
Ademas, estos resultados demuestran que la represién del
IFNy inducida por la IL-21 no es mediada directamente a

través de la acciédn de la IL-4.

Ejemplo 6. La IL-21 no inhibe otras citocinas Thl

Para determinar si la IL-21 afecta el desarrollo
de Thl, ademds de inhibir 1la produccién del TIFNy, se
examind la capacidad de las células Thl tratadas con IL-21
para producir otras citocinas asociadas con Thl,

Las células Thp se cultivaron bajo condiciones
sesgadas para Thl, en la presencia de sobrenadantes de IL-
21 o simulados, después de lo cual se valoraron para la
produccién de citocina mediante la tincién de la citocina
intracelular después de la estimulacidn secundaria.

Los resultados se muestran en la Figura 3C. De
manera sorprendente, aunque el namero de células que
producen IFNy se reduce significativamente cuando la IL-21
se incluye en las condiciones de cebado, la misma poblacién
de células tuvo nimeros normales de células que producen
IL-2 y TNFa. Estos resultados demuestran que aunque la IL-
21 suprime de manera eficiente la capacidad de las células
Thl para producir IFNy, las mismas células mantienen la
capacidad para producir células Thl y no fallan en la

produccién de citocinas Th2.
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Ejemplo 7. La expresiédn de T-bet no es afactada por la
IL-21

T-bet es un factor de transcripcién identificado
recientemente que se expresa especificamente en las células
Thl diferenciadoras y que es capaz también de inducir de
manera potente el IFNy. Para determinar si el tratamiento
con IL-21 de las células Thl diferenciadoras afecta la
induccién de la expresién de T-bet en las células Th, las
células Thp se cultivaron bajo condiciones sesgadas para
Thl o Th2. Los extractos de proteina se recolectaron al
inicio (cdndidos) y 48 horas después del cultivo (Thl y
Th2) . La expresién de T-bet y de actina se determiné
mediante transferencia western.

Los resultado se muestran en la Figura 4A. Los
sobrenadanteas de IL-21 o simulados se incluyeron en los
cultivos indicados. Como se esperd, la expresiédn de T-bet
se indujo en los cultivos de Thl y permanecié baja, bajo
condiciones para Th2. La adicién de la IL-21 no tuvo
efecto en la expresién de T-bet en las células Thl. Este
resultado indica que la expresién mediada por IL-21 de la
expresién del IFNy no es un resultado de una expresién

reducida de T-bet.

Ejemplo 8. La IL-21 inhibe la sefialixacion de la IL-12.
Se reporta que la seflalizacién de la IL-12 juega

un papel importante en el desarrollo de las células Thl.
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Las células Th que carecen de IL-12R estén severamente
comprometidas en su capacidad para producir IFNy (Wu, C.,
et al., J Immunol 159: 1658-65, 1997). Ademds, la
expresién de la cadena de IL-12RB2 estd extinta
especificamente en las células Th2 en desdrrollo, un efecto
mediado por la IL-4 (Szabo, S. J., et al., J Exp Med 1B5:
817-24, 1997). Con el fin de determinar si la IL-21, como
la IL-4, afecta la expresién de la cadena de IL-12B2 en las
células Thl, el ARN de 1las células Thp sin desafiar,
cultivadas bajo condiciones sesgadas para Thl y Th2, en la
presencia y ausencia de IL-21, se analizé para la expresién
de la 12RP2 mediante PCR RealTime. Las células Thp se
cultivaron bajo condiciones sesgadas para Thl o Th2 durante
una semana. Se incluyeron sobrenadantes de IL-21 o
simulados en los cultivos indicados. El1 ARN se recolectd
24 horas después de la estimulacién secundaria con anti-CD3
y se valoraron para la expresién del IL-12RB2 mediante PCR
RealTime PCR.

Los resultados se muestran en la Figura 4B. Los
resultados son representativos de tres experimentos
independientes. Como se esperaba, la expresién del IL-
12RB2 fue alta en las células Thl cuando se compara con las
células Th2. Sin embargo, la adicidén de IL-21 a 1los
cultivos de Thl no afecta la expresién del L-12RP2. Por lo
tanto, a diferencia de los resultados reportados para 1la
IL-4, la IJL-21 no causa una expresién disminuida de

IL-12B2. Ademds, la alta expresidén de IL-12Rf2 junto con



10

15

20

25

altos niveles de TNFa e IL-2, sugiere que las células Thl
tratadas con IL-21 mantienen muchas caracteristicas de Thl
con la excepcién distintiva de una produccién disminuida de
IFNY.

La Stat4 es activada especificamente por la IL-12
y se reporta que es un mediador critico para la generacién
de las células Thl que producen IFNy (Wurster, A. L., et
al., Oncogene 19: 2577-84, 2000). Con el fin de determinar
si la IL-21 afecta la capacidad de la IL-12 para activar 1la
STAT-4, las células Thp sin desafiar se activaron durante
48 horas en la presencia o ausencia de la IL-21. Las
células se estimularon posteriormente con IL-12, y el grado
de fosforilacién de la Stat4 se determiné mediante andlisis
western. Las células Thp se estimularon con anti-CD3
durante 48 horas, en la presencia de sobrenadantes de IL-21
o simulados. Los extractos de proteina se valoraron para
la Stat4 fosforilada (p-Stat4), Statd4d y Statl mediante
transferencia western. Los resultados son representativos
de cuatro experimentos independientes.

Los resultados se muestran en 1la Fiqura 4C,.
Aunque se encontrdé6 que las células tratadas con IL-21
expresan niveles normales de IL-12RP2, la fosforilacién de
la Stat4 en respuesta a la estimulacién con 1L-12 se redujo
en las células tratadas con IL-21. Los niveles disminuides
de 1la Stat4d fosforilada también se reflejan por una
disminucién en los niveles totales de la proteina Statd.

Como una comparacién, la proteina Statl no se afectd por el
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tratamiento con IL-21.

También se examinaron los niveles de ARN de 1la
Stat4. Las células Thp se cultivaron como se describe para
la Figura 4C, después de lo cual, el ARN se recolectd y se
valoré para la expresién de la Stat4d por duplicado,
mediante PCR RealTime.

Los resultados se muestran en la Figura 4D. Los
resultados son representativos de tres experimentos
independientes. Se detectaron niveles menores que los
niveles de ARN de la Statd4d. La disminucidn inducida por la
IL-2]1 en los niveles de la proteina Stat4 probablemente se
debe a una disminucién en el ARNm de la Stat4. Estas
conclusiones sugieren que la IL-21 dificulta la capacidad
de respuesta de las células Thl en desarrollo a la IL-12, a
través de una reduccién de la expresién del gen de la

Stat4.

Ejemplo 9. La sefializacién de la IL-21 se requiere para
limitar una respuesta de Thl in vivo.

Para determinar si la IL-21 producida de manera
endégena juega un papel en limitar la funcién de la célula
Thl in wvivo, s8e examindé el grado de 1la respuesta a la
hipersensibilidad del tipo retardado (DTH) en ratones
deficientes en IL-21R. la DTH es una respuesta
inflamatoria clasica mediada por 1las células Thl. Se
generaron ratones deficientes en IL-21R cruzados nuevamente

con la base C57BL/6, como se describe en Kasian et al.,
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Immunity 16: 559-60, 2002. Ratones machos de ocho semanas
de edad, se inmunizaron subcutdneamente con 100 mg de TNP-
KLH (2,4,6-trinitrofenilo~hemocianina de 1lapa calada;
Biosearch Technologies, Novato, CA) emulsificados en DFA,
en la base de la cola. Después de seis dias, los ratones
se desafiaron con 50 pg de TNP-KLH en una almohadilla de
la pata trasera y PBS en la almohadilla de la pata trasera
contralateral. El espesor de la almohadilla de la pata se
midié 24 horas después del desafio.

Los resultados se presentan en la Figura 5A. La
hinchazén especifica de la almohadilla de la pata de los
ratones del tipo silvestre y deficientes en IL-21R
(IL-21R~/-) se determiné sustrayendo la hinchazén no
especifica de la almohadilla de la pata inyectada con PBS
de la hinchazén inducida por TNP-KLH. Cada punto de datos
represente un ratén. Las lineas horizontales indican los
promedios. Los resultados reflejan la reunién de los datos
de dos experimentos independientes. Los resultados
demuestran que los animales del tipo silvestre responden al
desafio antigénicce con una hinchazén robusta de la
almohadilla de 1la pata. De manera sorprendente, 1los
ratones deficientes en IL-21R montaron una respuesta DTH
mucho mas fuerte, resultando en un promedio del doble de la
hinchazén.

La produccién de IFNy también se examiné en los
ratones inmunizados. Los resultados se muestran en la

Figura 5B. Las células T CD4+ de los nddulos linfaticos
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drenantes de los ratones inmunizados, se estimularon in
vitro con 250 mg/ml de TNP-KLH. Los sobrenadantes se
analizaron para los niveles de IFNy mediante ELISA. Los
resultados mostrados son el promedio de los datos de dos
ratones de cada genotipo realizado por duplicado. La
respuesta DTH incrementada en los animales deficientes en
IL-21R se correlaciona con un marcado incremento en 1la
produccién de IFNy de las células CD4+ purificada de los
nédulos 1linfaticos drenantes y reestimuladas por el
antigeno in vitro.

Estos resultados demuestran que la IL-21 esta
involucrada en la limitacién de 1las respuestas de las
células TH1, suprimiendo la produccién del IFNy.

Las modalidades adicionales estdn dentro de 1las

reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES :

1. Un método para inhibir 1los niveles de
interferén gamma (IFNy) en una célula o poblacién de
células T, que comprende:

poner en contacto la célula o poblacién de
células T con un agonista de la IL-21 en una cantidad
suficiente para inhibir el IFNy en la célula o poblacién de
células T, en donde el agonista es un polipéptido de IL-21
que comprende una secuencia de aminoAdcidos al menos 85%
idéntica a la SEQ ID NO: 2, y que es capaz de unirse a un
IL-21R.

2. El método segin la reivindicacién 1, que
comprende ademds identificar una c¢élula o poblacidén de
células T en la cual se desea la inhibicién de los niveles
de IFNy.

3. Un método para promover la diferenciacidén de
una célula o poblacidén de células precursoras de una célula
Th (Thp) en una célula o poblacién de células Th2, que
comprende:

poner en contacto la célula o poblacién de
células Thp con un agonista de la IL-21 en una cantidad
suficiente para inducir la diferenciacién de la célula o
poblacién de células Thp, en donde el agonista es un
polipéptido de 1IL-21 que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 85% idéntica a la SEQ ID NO: 2, y que
es capaz de unirse a una IL-21R.

4, El1 método segin la reivindicacién 3, que
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comprende ademas identificar una célula o poblacién de
células Thp, en la cual se desea la diferenciacién en la
célula o poblacién de células Th2.

5. Un método para inhibir la diferenciacién de
una célula o poblacién de células Thp en una célula o
poblacién de células Thl, que comprende:

poner en contacto la célula o poblacidén de
células Thp con un agonista de la IL-21 en una cantidad
suficiente para inhibir la diferenciacidén de la célula o
poblacién de células Thp en 1la célula o poblacién de
células Thl, en donde el agonista es un polipéptido de IL-
21 que comprende una secuencia de aminodcidos al menos 85%
idéntica a la SEQ ID NO: 2, y que es capaz de unirse a un
IL-21R.

6. El método segin la reivindicacidén 5, que
comprende ademis identificar una poblacidén de células T en
la cual se desea la inhibicién de la diferenciacién de 1la
célula o poblacién de células Thp en una célula o poblacién
de células Thl.

7. El método seqgun cualquiera de las
reivindicaciones 1, 3 6 5, en donde el polipéptido
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:2.

8. El método segun cualquiera de las
reivindicaciones 1, 3 6 5, en donde el paso de poner en
contacto se lleva a cabo ex vivo, in vitro o in vivo.

9. El método seqgin cualquiera de las

reivindicaciones 1, 3 6 5, en donde el pasc de poner en
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contacto se lleva a cabo en un sujeto mamifero.

10. El1 método segin la reivindicacién 9, en
donde el sujeto mamifero es un humano.

11. Un método para inhibir la diferenciacién de
una célula o poblacidén de células precursoras de Th (Thp)
en una célula o poblacién de células Th2, que comprende:

poner en contacto la célula o poblacién de
células Thp con un antagonista de una interleucina-21 (IL-
21)/receptor de 1la IL-21 (IL-21R) en wuna cantidad
suficiente para inhibir la diferenciacién de la célula o
poblacién de células Thp en la poblacién de células Th2, en
donde el antagonista se selecciona del grupo que consiste
de un anticuerpo anti-IL21R, un fragmento que se une al
antigeno de un anticuerpo anti-IL21R y un fragmento soluble
de un IL-21R.

12. El1 método segin la reivindicacién 11, que
comprende ademas identificar una célula o poblacién de
células T, en la cual se desea una inhibicién de 1la
diferenciacién de la célula o poblacidén de células Thp en
una célula o poblacién de células Th2.

13. Un método para incrementar los niveles de
interfer6én gamma (IFNy)} en wuna c¢élula o poblacién de
células T, que comprende:

poner en contacto la célula o poblacién de
células T con un antagonista de IL-21/IL-21R en una
cantidad suficiente para incrementar los niveles de IFNy en

la célula o poblacién de células T, en donde el antagonista

[t
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se selecciona del grupo que consiste de un anticuerpo anti-
IL21R, un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo
anti-IL21 R y un fragmento soluble de un IL-21R.

14. El1 método seqin la reivindicacién 13, gue
comprende ademis identificar una poblacién de células T en
las cuales se desea un incremento en los niveles de IFNy.

15. El método segin la reivindicacién 11 6 13,
en donde el fragmento soluble de un IL-21R, comprende una
regién extracelular de un Receptor de IL-21.

16. E1 método segin la reivindicacién 15, en
donde el fragmento soluble comprende una secuencia de
aminoacidos al menos B85% idéntica a los aminodcidos 20 a
235 de la SEQ ID NO:4, y que es capaz de unirse a la IL-21.

17. El1 método segin la reivindicacién 15, en
donde el fragmento soluble comprende los aminodcidos 1 a
235 de la SEQ ID NO:4.

18. El1 método seqgin la reivindicaciédn 15, en
donde el fragmento soluble comprende adem&s una fragmento
Fc.

19. El1 método segin la reivindicacién 11 6 13,
en donde el antagonista es un anticuerpo anti-IL21R © un
fragmento de unién al antigeno del mismo.

20. El método segin la reivindicacién 12, en
donde la poblacién de células T comprende al menos una
célula Thl.

21. El1 método segin la reivindicacién 11 6 13,

en donde el paso de poner en contacto se lleva a cabo ex

177
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vivo, in vitro o in vivo.

22. El1 método segin la reivindicacién 21, en
donde el paso de poner en contacto se lleva a cabo en un
sujeto mamifero.

23. El método seqlin la reivindicacién 22, en

donde el sujeto mamiferoc es un humano.
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RESUMEN DE LA INVEMCIGCH
Métodos y composiciones para modular el
desarrollo y la funcién de las células T helper (Th),
utilizando moduladores de 1la 1IL-21, por ejemplo, 1la

actividad o el nivel de la IL-2]1 humana.
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INFORMATION ON TIME LIMITS FOR ENTERING THE NATIONAL PHASE

The applicant is reminded that the "national phase™ must be entered befors each of the designatsd Offices indicated on
the cover sheet of this Notification by paying national fees and {urnishing translations, as presaribed by Articles 22 and 38 and
the applicable national lawa. In addition, the applicant may also have to comply with other special requirements applicable
in certain Offices. It Is the applicant’s responsibility to ensure the necessary steps to enter the national phase are taken in 8
timely flshlon Mast Offites do not issue reminders to applicants in connection with the entry inta the national phase.

The applicabla time Bmit for entaring the national phase v.il, subject to whal is soid in Lo kollowing paragraph, be
30 MONTHS from the priority date, not only in respect of any elected Office where ademand for intarnational preliminary
examination is filed befors the explration of 18 months from the priority dete (see Articie 38(1)), but aiso in respect of any
deslignated Office, in the absence of flling of such demand, where Artiole22(1) as modified with effect from 1 April 2002
applles in reapect of that designated Office. For furthar details, see PCT Gazette No. 44/2001 of 1 November 2001, pages 18928,
18832 and 18834, as well as the PCT Newsletter, October and November 2001 and February 2002 issues.

In practice, time limits other than the 30-month time limit will continue to apply, for various periods of time. In respect of
cortain designated or elected Offices. For regular updates on the applicable time limits 20, 21, 30 or 31 months, or ather
time imlit), Offioe by Office, refer to the PCT Qazette("Section V" part published on 8 weekly basis), tothe PCT Newsletter
{on a monthly basis) and to the relevant National Chapters in Voluma li of the PCT Applicant's Gulde (the paper version of
which Is updated usually twice a year and the Internet version of which is updeted usually on 8 weekly basis). Finally.a
cumulative table of all applicable time limits for entering the national phass Is avallable from WIPO's Imternet site, via linka
fram various pages the site Including those of the Gazetts, Newsletter and Quide, at hitp-/www.wipo.Int/pct/enfindex.html.

Information about the requirements far filing a demand for international preliminary examination is set out in the PCT
Applicant's Gulde, Volume VA, Chapter DL Note that only an applicant who is a national orresident of a PCT Contracting
Stats which is bound by Chapter Il has the right to file a demand for Intarnational prefiminary exemination {at present, all
PCT Contracting States ars bound by Chapter ll).

CONFIRMATION OF PRECAUTIONARY DESIGNATIONS

This notification lists only specific designations made under Rule 4.8{a) in the requast. it is Important to check that these
designations are correct. Errors In designations can be corrected where precautionary designations have been made under
Aute 4.9(h). The applicant Is hereby reminded that any precautionary deslgnations may be confirmed amording to Rule 4.8{c)
before the axpiration of 15 months from the priority dats {this time limit may not be extended). If it is not confirmed, it will
automatically be regarded as withdrawn by the applicant. There will ba no reminder and no invitation. Conflrmation of &
designation consists of the flling of a notice specifying the designatad Stats concernad (with indication of the kind of protection
or weatmant desired) and the payment of the designation and confirmation fees. The Notice of confirmation and payment
must reach the recsiving Otfice within ths 15-month time limit.

REQUIREMENTS REGARDING PHIOII_ITY DOCUMENTS
For applicants who have not yet complied with the requirements regarding priority documents, the following Is reenll,d-

Where the priority of an sarllar national, reglonal or Intemational application is olaimed, the applicant must submht a copy
of the said earlier application, cartified by the authority with which it was flled {"the priarity documsnt”) to the receiving Offlos
(which wlll tranamit K to the Internatlonal Bureau) or direatly to the International Bureau, before the expiration of 186 months from
the prigrity date, pravided that any such priority dooument may stlll be submitted to the Intamational Bureau before that date of
international publication of the internationa! application, in whioh case that doournent will be considered to have been recelved
by the International Bursau on the last day of the 18-month time limit (Rule 17.1(a}).

Where the priority document is issued by the recslving Office, the applicant may, instead of submitting the priority
document, request the recelving Offlce to prepare and transmit the priority document to ths International Bureau. Such request
must be made before the expiration of the 18-month time limit and may be subjected by the recslving Office to the.payment
of a fes (Rulg 17.1{b)).

If tha priority documam concerned is not submitted to the International Bureau or if the request to the receiving Offlca
to prepare and transmit the priority documant has not been made (and the corresponding fee, if any, paid) within the applicable
time limit indicated under the preceding paragraphs, any designated State may disregard the priority claim, provided that no
designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the
national phase, to fumnish the priority document within the time limit which is reasonable under ths dircumstances.

Whers several prioritias are claimad, the priority date to be considered for the purpuus'of computing ths 16-month time
limit is the filing date of the earliast application whose priority is claimed.
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From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT To:
ELRIF}, vor, R.
lovsky, and Popeo, P.
OF PRIORITY DOCUMENT C.
(PCT Administrative Instructions, Section 411) One Financial Center
Boston, MA 02111
United States of America
Date of malling (dey/month/year)
19 November 2003 (19.11.03)
Applicant's or agent's fils refsrence
22058-552P IMPORTANT NOTIFICATION
international application No. Iinternational filing date (day/month/year)
PCTIUS03/21975 15 July 2003 (15.07.03)
international publication date {day/month/year) Priority date {day/monthiyear)
Not yet published 15 July 2002 (15.07.02)
Applicant
q WYETH et al-

circumstances.
Prigrity d Priot ication N
15 July 2002 (15.07.02) 60/396,160
12 Augu 2002 (12.08.02) 60/403,001

1. The applicant is hereby notified of the date of racelpt {(except where the letters “NR" appear In the right-hand column) by the
Intarnational Bureau of the priority dooument{s) relating to the sarier application(s) indlcated below. Unloss otherwise
Iindicated by an asterisk appearing next to a date of receipt. or by the letters *NR", in the right-hand column, the priority
document concamed was submitted or transmitted to the International Bureau in compliance with Rule 17.1(a) or (b).
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or transmitied to the International Bursau but not In compliance with Rule 17.1(z) or (b}). In such = case, the attention
of the applicant is directed to Rule 17.1{c) which provides that no designated Office may disregard the priority clalm
concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase. to fumnish the priority document
within a time limit which is reasonable under the ¢clrcumstances. ’

4. The letters "NR" appearing in the right-hand column denate a priority document which was not recsived by the International
Bureau or which the applicant did not request the recsiving Office to prepare and transmit to the Intemnational Bureau,
as provided by Rule 17.1(a) or (b). respectively. In such a case, the attertion of the applicant is directed to Rule 17.1(c) which
provides that no designated Office may disregard tha priority ctaim concerned before giving the applicant an opportunity,
upon entry into the nations! phase, to furnich the pricrity document within a time limit which is reasonable under the

22 Augu 2003 (22.08.03}
Augu 2003 (22.08.03)

\

The intemnational Bureau of WIPO
34, ¢hoamin des Colombattes
1211 Goneva 20, Switzerdand

Facsimlile No. {41-22) 338.80.75

Authorized officar
JérOme BRASIER

Telephone No. {41-22) 338 8394

Form PCTAB/304 {July 1888)
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. PATENT COOPERATION TREATY

_Q{L\ﬂ( From the INTERNATIONA.. BUREAU
]

PCT

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES

(PCT Rule 47.1(c), first sentence) B, o ) AMERIGUE

Duiz of mailing (dayAnonth/year)
22 January 2004 (22.01.2004) fp’h

Applicant’s or agent’s file reference ! '
22058-585PRO IMPORTANT NOTICE

Intemational spplication No. Internutional filing dats (dawimonshyear) Priocity date {daymonth/vear) ‘
PCTAS2003021975 15 July 2003 (15.07.2003) 15 July 2002 (15.07.2002) A
r— '

‘pl WYETH ot &

1. Notice is hareby given thai the Intemational Burcan has commumicuted, a8 provided in Article 20, the intlemational application to the
following designaled Oflices on the dats indicated above 23 the date of mailing of Lhis notice:

AU, AZ BY, CH, CN, CO, DE, DZ, EP, HU, JP, KG, KP, KR, MD, MK, MZ, RU, TM, US

In accondance with Rule 47.1(¢), third senience, those Offices will accept the present nolice as conclusive evidence thal the communication
of the imematioual application hos duly taken place on the date of mailing indicaled above and no copy of the intcmatianal epplientiun is
required to be farnished by the applicant 10 the designated Office(s).

2. The following designated Offices have waived Lhe requiremeni for such 2 communication st this Gme:

AE, AG, AL, AM, AP, AT, BA, BB, BG, BR, BZ, CA, CR, CU, CZ, DK, DM, EA, EC, EE, ES, Fl, GB, GD, GE, GH, GM,
HR, D, IL, N, IS, KE, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ, OA, OM, PG, PH, PL, PT,
RO, 8C, SD, SE, 8G, 8K, SL, TJ, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW

The communication will be made o those Offices only upon their request. Purthormore, those Offices do not require the applicand o
furnish a copy of the intermational application (Rule 49. 1(a-Fir)).

3. Enclosed with this notice is a copy of the internationu] applicalion as published by the Imemational Burean on
22 January 2004 (22.01.2004) under No. WO 2004/007682

4. TIME LIMITS for filing a demand for Internationn] preliminary sxaminstion and for eniry luto the sallonal phase

The applicable time limit for entaring the malionn] phase will, subjeci in what is sald in the following paragraph, be 30 MONTHS from
the priority dale, not only in respect of any slecied Office if 8 demand for intemational preliminary examinalion is filed before the
cxpiration of 19 momths from the priority date, but also in respect of any designated Offics, in the absance of filing of such demand, where
Article 22(1) os modified with effect from | April 20072 applies in respect of thal designated Office. For further details, see PCT Gazette
No. 4472001 of | November 2001, pages 19926, 19932 and 19934, as well as the PCT Newileyer, Oclober and November 200) and
February 2002 issues.

In practice, time Hmiis other than the 30-month thne Umit will eantinue © apply, for various periods of time, in respect of certain
designaied or elected Offices. For regular updates on (he applicable time lmis (20, 21, 30 or 31 months, or other lime limit), Office by
Office, refer to'the PCT Gazette, the PCT Newsleiter and the PCT Applicans’'s Guide, Votume 11, Netional Chapiers, all available from
WIFO's Internet sile, sl hitp://orww wipoim/pet/enfindex himL

For filing & demand for interastional preliminary examination, sco the PCT Applicont’s Guide, Volume VA, Chapter IX. Only an
applicant who is 2 national or resident of a PCT Contmcting State which is bound by Chapter [1 bes the right to [ile a demand for
inlemationa) preliminary exsmination (a1 peesent, all PCT Conimcting States are bound by Chapser 11).

1L is the spplicant's sole responalbllity to monitor all these time limits.

Authorized officer
Gijsbertus Beijer - Carlos Roy

‘The Imernaiional Burean of WIPO
34, chemin des Colombelies
1211 Geneva 20, Swilzerland

Facsimile No.(41-22) 740.14.35

Telephone No.(41-27) 338.91.11

Form PCT/IB/308 (April 2007)



<110>

Wyeth

SEQUENCE LISTING

Grusby, Michael J

wWurster,

Andrea

Young, Deborah

Collins,

Mary

Whitters, Matthew

<120>

Cell Development and Function

<130>

<140>

22058-585-061

PCT/USD3/21975

<141>

<150>
<151>

<150>
<151>

2003-07-15

60/396, 160
2002-07-15

60/403,001
2002-08-12

f160> 13
Aﬂ70>

<210> 1
<211> 617
<212> DNA
<213> Homo

<400> 1

gctgaagtga
tggcaacatg
caaatcaagc
tgttgaccag
agatgtagag
gtcagcaaat
gaaaccacct
tgattcttat
aaagatgatt
taacttgcag
tattccaagt

<210> 2
<211> 162
<212> PRT
<213> Homo

<400> 2

PatentIn Ver.

sapiens

aaacgagacc
gagaggattg
tcccaaggtc
ctgaamaatt
acaaactgtg
acaggaaaca
tccacaaatg
gagaaaaaac
catcagcatc
ttggacacta
ggagaag

sapiens

1

\.
aaggtctagc
tcatctgtct
aagatcgcca
atgtgaatga
agtggtcagc
atgaaaggat
cagggagaag
cacccaasags
tgtcctctag
tgttacatac

tctactgttg
gatggtcatc
catgattaga
cttggtcecct
tttttecktge
aatcaatgta
acagaaacac
attcctagaa
aacacacgga
tctaatatag

gtacttatga
ttettgggga
atgcgtcaac
gaatttctgc
tttcagaagg
tcaattaaaa
agactaacat
agattcaaat
agtgaagatt
tagtgaaagt

Methods and Compositions for Modulating T Helper (TH)

gatccagtce
cactggtcca
ttatagatat
cagctccaga
cccaactaaa
agctgaagag
gcccttecatg
cacttctcca
cctgaggatc
catttctttg

Met Arg Ser Ser Pro Gly Asn Met Glu Arg Ile Val Ile Cys Leu Met

1

5

10

15

val Ile Phe Leu Gly Thr Leu Val His Lys Ser Ser Ser Gln Gly Gln

20

25

30

Asp Arg His Met Ile Arg Met Arg Gln Leu Ile Asp Ile Val Asp Gln
35

40

45

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
617



Leu Lys

50

Glu
65

Asp

Lys Ala

Asn Val

Gly Arg

Glu Lys

130

Gln
145

Lys

ABp Ser

<210> 3

<211> 2887
<212> DNA
<213> Homo

<400> 3

gaagcagcag
gagtcagcat
ggggctgccc
aaatgtggaa
tgaaggacga
cctacaccty
tcacagacca
tcaagccgge
ggcgctcaga
tgcagtacag
tggactcaag
tgcaggtgcg
gtgacccggt
tgctgecttct
atccattgtyg
Egcccctgta
gctcecagect
gctgccacee
cagagctggt
cgggggygctc
cagtgactgt
gctacccage
tcttggatge
taggagggce
actgggcetgy
cgggctcacc
actgcagcayg
gctacctccg
gctaatgagg
aaggtcacct

Asn

val

Gln

Ser

Arg

115

Lys

MeL

Tyr Val

Glu

Asn

Asn

Asp Leu

55

Cys Glu

70

Lys
85

Ile
100

Lys
Gln Lys
Pro

Pro

Ile His

Ser

Lys

His

Lys

Gln

Ala Asn

Leu

Lys

Leu
120

Arg

Glu Phe

135

His Leu

150

sapiens

gtacccccte
gcecgegtgge
cgacctcgtce
cctcecaccce
ggeccacctcc
ccacatggat
gtctggcaac
tceccecttte
ttacgaagac
gaaccgggga
aagtgtctcc
ggcaqgggccc
catctttcag
cctectgett
gaggctatgg
caagggctgc
ggagctggga
accacggagc
ggagtctgac
agcttacagt
gctagatgca
cctggacctg
agggaccaca
cctgggaagc
gggactgcec
cctggccggce
ccctgtggag
ccagtgggtyg
ctgactggat
gggctgtgat

cacatcccta
tgggecgecce
tgctacaccg
agcacgctca
tgcagcctcce
gtattccact
tactcecagg
aacgtgactg
cctgccttct
gacccctggg
ctcecteecee
atgcctggcect
acccagtcag
gtcatagtct
aagaagatat
agcggagact
ccctggagcec
ccggccaaga
ggtgtgccca
gaggagaggag
gaggggccat
gatgctggece
gtecctgteet
ctcctggaca
tggggtggee
ctggatatgg
tgtgacttca
gtcattcctc
gtccagagct
gtgaagacac

val

Tzp

Thr

Arg

105

Thr

Leu

Ser

Pro Glu

Ala
75

Ser

Gly Asn

Lys Pro

Cys Pro

Glu Arg

Ser Arg

155

gggctctgty
ccttgectcet
attacctcca
ccckttacctg
acaggtcggce
tcatggccga
agtgtggcag
tgaccttctc
acatgctgaa
ctgtgagtcc
tggagttccg
cctcctacca
aggagttaaa
tcattcctgce
gggccgtceee
tcaagaaatg
cagaggtgcc
ggctgcagct
agcccagctt
atcggccata
gcacctggce
tggagcccag
gtggctgtgt
gactaaagcc
ggtcacctgy
acacgtttga
ccageeccecgy
cgccactttce
ggccaggeca
ctgcagcctt

2

Phe
60

Leu
Phe

Ser

Asn Glu

Pro Ser

Pro

Cys

Arg

Thr

Ala Pro

Phe Gln

Ile
95

Ile

Asn Ala

110

Ser Cys

125

Phe
140

Lys

Thr His

atgtaggcag
gctgctgete
gacggtcatc
gcaagaccag
ccacaatgcece
cgacatttec
ctttcteccectg
aggacagtat
gggcaagctt
gaggagaaag
caaagactcg
ggggacctgy
ggaaggcetgg
cttctaggagc
cagccctgag
ggtgggtgca
ctccaccctg
cacggagcta
ctggccgaca
cggcctggtyg
ctgcagetgt
cccaggecta
ctcagctgge
accccttgea
aggggtctca
cagtggecttt
ggacgaagga
gagccctgga
ctgggcecctg
tggtctcetg

Asp

Ser

Gly

Ser Tyr

Leu Leu

Glu
160

Ser

aggcccegtgg
cagggaggct
tgcatcctgg
tatgaagagc
acgcatgcca
agtgtcaaca
gctgagagca
aatatctcct
cagtatgagc
ctgatctcag
agctatgagc

_agtgaatgga

aaccctcacc
ctgaagaccc
cggttcttca
cccttcactyg
gaggtgtaca
caagaaccag
gcecagaeact
tccattgaca
gaggatgacg
gaggacccac
agccctggge
gatggggagg
gagagtgagy
gtgggctctg
ccecececcgga
ccccaggeca
agccagagac
gatgggcctt

60
120
180
240
a0
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9500
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800



tgagcctgat
tgtgtgtatg
acgtgcctgt
tgtctggact
caacagatga
atctccgggg
agcgtctgece
agcgaaaggg
cctggacgaa
cgectececect
tgggggaaat
acgtcagctt
gtecagcgaca
tttccaggect
ttctttttct
tttattaaac
catggaggdg
cccctacect
gaattga

<210> 4
<211> 538
<212> PRT
<213> Homo

<400> 4
Met Pro
1

Gly Trp

val Ile

Thr
50

Cys Ser

65

ﬁis

Arg

Gly

Cys

5

Trp

Leu

Met

gtttacagtg
tgtgtgtgtc
gggcectggga
cacggagctce
caacagccegt
ctttgtggga
tccaggagct
gatggagtga
ggtctgaatc
ctctgggcta
tggcgatgtc
ccttecttct
gcctgggecac
taaaatcagt
aacttctget
accaattacg
gctgcaggtt
gccccaattce

sapiens

Gly Trp

5
Cys Pro
20

Ile Leu

Gln Asp

His

Arg

val
85

Asp

Ala

ASp

Glu

Gln

Ser
70

tctgtgtgtg
ttaggtgege
taatgcccat
acccatgtgc
cctcocectect
tcagggcatt
gcaagaagtc
gceccatggtg
ccgactctga
gagtttcctt
acccgtgtac
gcggccagag
ccgcggggec
ccgtttegte
actaagtttt
tagcaggcca
ggaactatgc
aatcctgcca

Ala Pro

Leu Val

Met TrIp

49

Tyr Glu

55

Ala MHis

His Phe

Cys Tyr

Asn

Glu

AsSn

Met

ABn

Leu

Pro
145

Ser

Ile

Leu

Phe

130

Ala

Asn

val

Thr

Ala

115

Ser

Phe

Arqg

ABp

Asp Gln

100

Glu Ser

Gly Gln

Met

Gly Asp

165

Ser Arg

Ser

Ile

Leu
150

Pro

Ser

Gly
Lys
Asan
135

Lys

Trp

val

Asn

Pro

120

Ile

Gly

Ala

Ser

tgtgtgcata
agtggcatgt
ggtactccat
acaagtgtge
agggtcttgt
gecctgbtgact
catattgttc
acctcgggaa
taccttctgg
atccagacag
ggtacgcage
ccgaggcggyg
gtcccgecectg
tcttggaaac
taaaaattcc
tggctcatgg
agtgtgctcec
ataaatcctg

Leu Leu Leu

10

Thr
25

Leu His

Leu Lys

Ala Thx

75

Ala
80

Asp

Ser Gln

Tyr
105
Pro

Ala Pro

Ser Trp

Gln
155

Lys Leu

Val Ser Pro

170

Leu Leu Pro

tgtgtgtgtg
ccacgtgtgt
gcattcacct
acagtaaacg
gttgcaagtt
gaggcggagc
cttatcacct
tggcaatttt
ctgtgctacc
tggggaaggc
ccagagcaga
cgagggtgayg
cagagggcca
agctceceac
ctttatgcac
gacccaccce
ggccacacat
tcttatttgt

Leu

Asp Tyr

Leu Leu

Leu

tgcatatgca
gtgtgattgc
gcocckgtgea
tgtttgtggt
ggtccacage
ccagcccectec
gccaacagga
ttgggcggec
tgagccaagt
atgacacacc
ccctcaataa
aacatcaatc
ctcggggggg
caaccaagat
ccaagagata
ccgtggcact
cctgctggge
tcatcctgga

Gln
15

Gly

Gln

30

Ser
45

Pro

Asp Glu

60

His Ala

Asp Ile

Thr

Ala

Glu

Phe

Ser

140

Arg

Cys

Asn

125

Asp

Glu

Arg

Glu

Gly
110

val

Tyr

Leu

Lys

Phe

Leu Thr

Thr Ser

Thr
B0

Tyr

Ser Vval

95

Ser Phe

Thr Val

Glu Asp

Gln
160

Ile
175

Arg Lys

1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2887



Asp

Ser

Thr

225

Leu

Pro

Lys

Pro

305

Pro

Pro

Pro

Glu
385
Ala

Pro

Ala

465

Pro

Ser

Ser

210

Gln

Leu

His

Glu

Lys

290

Trp

Pro

Ala

Pro
370
Gly

Leu

Gly
Lys
4150

Gly

Asp

Ser

195

Gln

Ser

Leu

Pro

Arg

275

Trp

Ser

Arg

Glu

Ala
355

Tyr

Pro

Asp

Leu

Ser

435

Pro

Gly

Ala

180

TYr

Gly

Glu

Leu

Leu

260

Phe

Val

Pro

Ser

Leu

340

Gln

Gly

Leu
Asp
420

Pro

Arg

Gly

Ser
500

Glu

Thr

Glu

Vval
245

Trp

Phe

Gly

Glu

Pro

325

Val

Asn

Thr
ASD
405

Ala

Gly

Ser

Leu
485

Ser

Trp

Leau

230

Ile

Arg

Met

Ala

val

310

Ala

Glu

Ser

val

Trp
390
Alsa
Gly
Leu
Ala
Pro
470

Asp

Pro

Gln

Ser

215

Lys

val

Leu

Pro

Pro

295

Pro

Lys

Ser

Gly

Ser

375

Pro

Gly

Thr

Gly

Asp

455

Gly

Met

val

val

200

Glu

Glu

Phe

Trp

Leu

280

Phe

Ser

Arg

Asp

Gly

360

Ile

Cys

Leu

Thr

Gly

440

Gly

Gly

ASp

Glu

185

Arg

Trp

Gly

Ile

Lys

265

Tyr

Thr

Thr

Leu

Gly

345

Ser

Asp

Ser

Glu

val

425

Pro

Glu

Val

Thr

Cys
505

Ala
Ser
Trp
Pro
250
Lys
Lys
Gly
Leu
Gln
330
val
Ala
Thr
Cys
Pro
410
Leu
Leu
Asp
Ser
Phe

490

ABp

Gly

AsSp

Asn

235

Ala

Ile

Gly

Ser

Glu

315

Leu

Pro

Tyr

val

Glu

395

Ser

Ser

Gly

Trp

Glu

475

Asp

Phe

Pro

Pro

220

Pro

Phe

Trp

Cys

Ser

300

val

Thr

Lys

Ser

Thx

380

Asp

Pro

Cys

Ser

Ala

460

Ser

Ser

Met
205
val
His
Trp
Ala
Ser

285

Leu

Glu
Pro
Glu

365

val

Gly

Gly

Leu

445

Gly

Glu

Gly

Ser

190

Pro

Ile

Leu

Ser

Val

270

Gly

Glu

Ser

Leu

Ser

350

Glu

Leu

Gly

Leu

Cys

430

Leu

Gly

Ala

Phe

Pro
510

Gly

Phe

Leu
255

Pro

ABp

Cys

Gln

335

Phe

Arg

Asp

Tyr

Glu
415

val

Asp

Gly

val
495

Gly

Ser

Gln

240

Lys

Ser

Phe

Gly

His

320

Glu

Trp

Asp

Ala

Pro

400

ABp

Ser

Arg

Pro

Ser

480

Gly

Asp



Glu Gly Pro Pro Arg Ser Tyr leu Arg Gln Trp Val val Ile Pro Pro

15

Ala Pro Ser
15

Ile Ser Arg
30

Glu Asp Prao

His Asn Ala

Arg Val val
80

Lys Glu Tyr
95

Glu Lys Thr
110

Gln Val Tyr Thr Leu

Leu Thr Cys

Trp Glu Ser

515 520 525
Pro Leu Ser Ser Pro Gly Pro Gln Ala Ser
530 535
<210> 5
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
«<223> Description of Artificlal Sequence: Synthetic
Peptide
<400> 5
Met Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Pro Ser Pro Leu His Pro
1 5 10
<210> 6
<211> 224
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Segquence: Synthetic
Peptide
<400> 6
His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Leu Gly
1 5 10
val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
20 25
Thr Pro Glu val Thr Cys Val Val val Asp Val Ser His
35 40 45
Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu val
50 55 60
Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
65 70 75
Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
85 90
Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Val Pro Ile
100 105
Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
115 120 125
Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser
130 135 140
Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
145 150 155

160



Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp

165 170 175
Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
180 185 190

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala

195 200 205
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

210 215 220
<210> 7
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
Primer

<400> 7

aagattcctg aggatccgag aag

<210> 8

<211> 24

<212> DNA v
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
Primer

<400> B
gcattcgtga gcgtctatag tgtc

<210> 9

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Seguence: Synthetic
Primer

<400> 9
ttccegagga ctgaggagac gec

<210> 10

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Segquence

23

24

23

‘gg\



<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
Primer

<400> 10
tttccatttt tgcatcaagt tctce

<210> 11

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
Primer

<400> 11
ccgatctaga gtcagccgct

<210> 12

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
Primer

<400> 12
aaacctgagc ccaacgacaa

<210> 13

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
Primer

<400> 13
agtgtccgtt tgcaccgtc

24

20

19



PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:

IVOR R. ELRIFI

MINTZ, LEVIN, COH, FERRIS, GLVSKY AND POPEO,
P.C.

ONE FINANCIAL CENTER

BOSTON, MA (2111

PCT

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
OR THE DECLARATION

(PCT Rulo 44.1)

i) ()5 OCT 2004

Applicant’s or agent’s filo reference

Filing of sssadments snd sintessent gnder Article 19:

internations] search report.

. O
3. []

Article 17C) () to that sffact Ln trxoemitted hevowith.

4. Rosinders

preparstions for intemations] poblieation.

aniry into the oetionsl phase befiore those dewignsted OfScen.

Volume 11, Natiom! Chapters and the WIPO Internet site.

22058-585PRD FOR FURTHER ACTION  See paragraphs 1 and 4 below
Internaricnal epplication No. International filing date
PCT/US03/21975 (day/monsh/year)

15 July 2003 (15.07.2003)
Applicant
WYETH
L. [] The appiicam ia hereby satified that the iernational search report has betn setabished and i trxasiitted horowith.

The spplicant is onfithed, if he 20 wishes, 10 smend the i of the intaraatia] spplication (see Ruls 46):
When? The time limit for filing such amendments is ormally two months from the date of tranemitial of the
Where? Directly to the International Boresn of WIFO, 34, chamin des Colombetios

1211 Genowa 20, Swhizariand, Facainile No.: (41-22) 740.14.18
For move detalled instractions, see the notes on the accompanying sheet.

'The appficant is hareby notified that uo international soarch report will be established and that the declaretion under

'Wich regard to fle prafest against peymant of (ax) additiom] foe(s) mnder Ralo 40,2, the spplicart ls notified that:
D the protest together with the decision thereon hes bean tranmmitted to the Joternatioonl Boresn together with the
applicant’s request 1o forward the taxts of both the protest and the decision therean to the desigmted Offices.
[] o decision has beon made yet o the protest; the spplicant will be ctified as soog as a decision Is gade.

Shortly after 18 mosthe from the priorty defe, the intarmations] spplication will be poblished by the Inecnatioge]l Borew. If the
applicant wishes to avald or postpans prbBestion, & notice of withdrawal of the Interoeiiool appliestion, or of the pricdity claim, s
reach tho Imternatioos] Buress s provided ip Rules 90 M.l and 90 bir.), respectively, before 1ho complation of the tochnical

Within 19 spasths from the pricdty dute, but only in respect of soms designated Offices, a4 domand for intermstional preliminary
examination axwt be filed If the applicant wishes to postpons the entry 1nto the rstional phase wntfl 30 monthy from the priccity date
{in soms Offices owen 1atar); otherwise the spplicant mom, within 20 monthy from the priodty dats, perform the prescribed acts for

In respect of other deslgnated Offices, the time limit of 30 monthe (or lste’) will spply ove if ro demend Is filsd within 19 months.
Seo tho Amnex to Form PCT/TEV301 and, for detalls about the spplicable time Nmits, Office by Office, soe the PCT Applicars 'y Gulds,

Nameo and muifing addrem of the ISA/US
mmq'm.mm
Commimimer fhr Psienly
P.O. Box 14590
Alexandyis, Virginia 223131430

Facsimile No, 303-3230
mmﬁmplm Done By
[ pata Entry .l'_"’\__J
Docket Entry
Dmmmm MINYZ
[ Previously limered
[ No Donketing Feg
C&eme
3 Annuities

e ie——

Y p——
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PATENT COOPFERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rales 43 and 44)
licant® "8 filo reference Notification of Trasamitial of Inkeeastional Search Report
%&5]5;:0““ ‘ mﬁgﬂg:m & PCT/ISASZI0) as well as, where applicsbie, ilem 5
Tntermationsl epplication No, Irernational Aling dais (day/monch/year) | (Earlicst) Priority Dato (dayAnonth/year)
PCT/USG3/21975 | 15 uly 2003 (15.07.2003) 15 July 2002 (15.07.2002)
Applicant
WYETH

This international search report has been prepared by this International Sesrching Anthority and is transmitiod to the
applicant according to Article 18. A copy Is being transmitted to the International Buresy.
This intcrnational search report consists of a iotal of 2 sheets.
It Is also accompanicd by 2 copy of each prior art document cited in this report.
1. Basly of the Report

o With regard o the langoage, the international search was carrled oot on the basia of the internationsl spplication in the
Isnguage in which it waa filed, unless otherwise indicated under this item.

] the imternational search was carried cut on the basis of & trenalation of the intemational application furnished to this
Authority (Rude 23.1(b)).

b.  With regard t0 any nucleotide and/or amino acld sequence disclosed in the international spplication, the international
search was carried out on the basis of the sequence listing:

comalned in the intornational application in written form.

filed together with the international application in computar readsble form.
fornished subsequently to this Authority in written form ,
furnished mubsequendy to this Aunthority in computer readable form.

the staternent that the subsoquently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosare in the
interrational appilcation as fMled has been Arndshed.

the statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has
been furnishod.

Certain claimg were found msearchable (See Box I).

Unity of kivention fs Incking (See Box II).
4. Wit regand to the title,

the text is approved as submitted by the applicant.
the text bas been established by this Authority to read as fallows:

X

2

X

00 X

w N

5.  With regard o the abstiract,
the text is spproved as snbmitted by the applicant.
the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Anthority as it appears in Box I1I. The spplicam
may, within ooe month from the date of mmiling of this international search report, sibanit comments to this
Authority.
6. The figure of the drawlngs to be published with the ahstract is Figure No.
as uggeated by the applicant. E None of the figures
because the applicant failed to suggest a figure.
because this figure better choractarizes the invention.

NN

Form PCT/ISA7210 (Grst sheet) (July 1998)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application Ne.

PCT/US03/21975

A.  CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
1IPC(7) :  ASIK 45/00
USCL : 424/85.1

Minimum documentation searched (classification system followed by classifleation symbols)

U.S. : 424/B5.1

Documeniation searched other than minimom docomentation to the extent that sach docoments are included in the fields searched

Hectropic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

STN, EAST: search terms 1L-21, zalphall

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catcpory * Citation of document, with indication, where sppropriats, af the relevant passages Relevant to claim No.
X US 6,307,024 (NOVAK et al.) 23 October 2001 (23.10.2001), colzmn 33, Hines 8-17, 1-23
colunm 34, lines 11-35, column 64, lines 25-52, cobumne 193-195.
US 6,057,128 (DONALDSON et al.} 2 May 2000 (2.05.2000), column 8, lines 15-33. 1-23

Qe .

D Purther documents are listed in the contimmtion of Box C.

EI See patent family annex.

. Special calagarion of died dosemants:

"A” docmment deficing the pmarsl cints of the art which s aes copaldered o
e of pasticuler mlovence

"B :hmd--p_tmuwlhhmﬂh'

“L"  docmen: which mey throw douks on priarity ciaims) or which 1s ched

to entablish the pabiicstion date of mother citation or other spesial resson

(= specifiady
‘0" document refarring o m orl dsclarure, tye, cxhBition ar other means

P docomant publishod prior to the Intamational filing duts bt hater thag the

-+ lster dooumant pubBished after tho internationsl filng Sate or
priacity date and nct In conflict with the appileation bat sind W
sniszsimid the prinsiyls or ey unduiying the lnvantion

b o decmant of particnter misvence: tha clalmed vasien conet be
cuma ldesed novel sy Gunst bo coeldered o nvolve = ovestive
nep wham ths decumant s takmn alons

- iacomeni of particaler relevsncs; the clalned inventios caonat be

conaldared to involve m iovestive step when the docament ke
comabined with ons or mors other rech documents, sech
coxnbination being obvicos to & payson skilled Ia the mt

- document meraber of tho sans paiet (elly

pelachy date clalmad
Date of the actust conmletion of the internatioml scarch
20 September 2004 (20.09.2004)

Mdﬂuduammw

Neame and mailing address of the ISA/US
Mail 3top PCT, Attn: IBA/US
Commissioner for Paieats
P.0O. Bax 1450
Alenmdria, Virgiala 223131450

Facsimile No. (703) 305-3230

Farm PCT/ISA7210 (second sheet) (uly 1998)



NOTESTOFORM PCT/ISA220

These Notes are intended to give the basic instructions conceming the filing of amendments umder Article 19. The
Notcs are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Reguistions mnd the Administrative
Instructions under that Trealy. In case of discrepancy between these Notes and thase requirements, the lafter wre
applicable. For more detailed information, see also the PCT Applicaat’s Guide, a publication of WIPO.

In these: Notes, “Article,” “Rule” and “Section™ refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Administrative Instroctions, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The spplicant has, after having received the intemational scarch report, ane ity to amend the claims of the
international application. It however be emphasized that, since all parts of the international application (claims,
description and drawings) may be amended during the internations| prelimmary examination procedure, there is usally
mnudmﬁleunnhmofﬁndlnmunduAmelelSmptmg'.m licant wants the Ixtter 1o be published
for the purposes of provisional protection or has another reason for smending the claims before intemational publication.
Furthermore, it should be emphasized that provisional protection is svuilable in some States only.

What parts of the intsrantional application may be smended ?
Under Article 19, only the claims may be smended.
During the internatiomal phase, the claims may also be amended (or further amended) under Article 34 before

the International Preliminary Examining Authority. The description and drwings may only be wmended
under Article 34 before the International Preliminary Examining Authority.

Ui into the national phase, all of the intemational applicstion be amended under Article 28
ormnlmhAdeH peris I pel i

When 7 Wﬂm!mﬂuﬁmhdmnfmﬂafﬁemmﬂnlmhupmulﬁmnnﬂlﬁmumm
wlndlﬂu-umelmupmllmr It should be noted, however, that the smendments will be considered
bnmhndmmfﬂwmmwﬂbyhlmlmmﬂﬂnmnﬂh
mlmhnbeﬁnﬂnecmpleumofﬂnudmalmmfwmmﬁmﬂpuﬂmm

Where aat ts file the amendments ?

The amendments may only be filed with the Internationsl Buresn and not with the recciving Office or the
International Searching Anthority (Rule 46.2).

Where a dermand for international preliminary examination has beenfis filed, sec below.

?  Either
How? mumm&wnm#emehuhylﬂlumwmuwchmnuhylnlnﬂngthemuf

A repiacement sheet must be submitted for each sheet of the claims which, on account of an amendment or
amendments, differs from the sheet origimally filed.

All the cliims appearing on & replacement sheet must be numbered in Arabic rumerals. Where a claim is
cancelled, no renumbering of the other claims is required. In all cases where chims are remumbered, they must
be renumbered consecutively (Administrative Instructions, Section 205(b)).

The ameadments must be made In the Inngnage in which the international application Is te be published.

What documents mest/may asccompany the amendments ?
Latter (Section 205(h)):
The amendments mast be submitted with a letter.

MhMmllwthﬂndmmwummﬂ nmmdnlnmelum ltlhmldnul:
confused with the “Statement under Article 19{1)" (see below, under “Statemnme :

nelcna'nuhhilﬂlﬁlrh-el.uthehhdﬁlpﬂhm. \
internstional applicatian Is Eaglish, (ke letter must be in English; Inhelnn.np of (B et
application is French, the letter must be In Freach. ULT 0§ ZU'M

Notes 1o Foym PCT/ISA/220 (first sheet) (July 1998; reprint April 2002)
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued)

The letter must indicate the differences between the claims as filed and the claims as amended. It must, in
particular, indicate, in connection with each claim sppesring in the internattonal application (it being understood
that identical indications concerning seversl claimp may be grouped), whether

(i) the claim is unchanged;

(i) the claim is cancelled;

(i) the claim is new;

{iv) the claim replaces one or more chims as filed;

(v) the cluim is the resuh of the division of a claim as filed

'll:e following examples illustrate the manner in which ameadmienis mast be explained in the accompanying
ter:

1. [Where originally there were 48 claims and after umendment of some claims there are 51]:
“Claims | to 29, 31, 32, 34, 35, 37 to 48 replaced by amended claims bearing the sume mumbers;
claims 30, 33 and 36 unchanged; new claims 49 w 51 sdded.™

2 [Where originally there were 15 claims and after amendment of all cluims there are 11]:
“Claimzs | to 15 replaced by amended claims 1 o 11.7

). [Where origimlly there were 14 chiims and the amendments consist in cancelling some claims and
adding new claims): -
“Claima | to § and 14 unchanged; claims 7 to 13 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added.” or
“Claima 7 to 13 cancelled; new claims [5, 16 and 17 sdded; all other claims anchanged * -

4. [Where various kinds of amendments are made]:
“Claims 1-'°'"'="'"ﬁ; claims 11 to 13, 18 and 19 cancelled; claims 14, 15 and lsmpllnd:yunmdad
claim 14; claim 17 mibdivided into amended claims 15, 18 and 17; new claims 20 and 21 A

“Staternent nnder Article 19(1)" (Rule 46.4)

The amendments be accompanied by a statement explaining the amendments and indicating any impact
Mﬁhﬂﬁmiﬁlhﬂﬂﬂ%hﬂiﬁmnrdmn“hwhy('hﬂlﬂmhmm
The statement will be published with the intemnational application and the amended claims.
ltllnltllelllhellnllllpllwlhllhellurlllhllllppllnllullhhp-blhhll.

It must be brief, not exceeding 500 words if in English or if tansluted into English.

It should not be confused with and does not replace: the letter indicating the differences between the claims

as filed and as amended It must be filed on a separate sheet and st be identified a8 soch by a heading,
prefembly by using the words “Statement under Article 19(1)."

It may not contain any disparaging commenty on the interostional sesrch report or the relevance of citstions
contuined in that report. Reference to citations, relevant to a given claim, contained in the international search
report may be made only in connection with an amendment of that claim,

Consequence if 2 demand for laternationsl prellminery examinstion has alresdy been flied

If, at the time of filing any amendmenty and accompanying siatement, under Asticle 19, a demand for
interpational preliminary examination has slready submitted, the applicant rmst y, &t the time of

2 ired, 8
Illllllhﬂlmﬂ mch lmemllnnlnlms hﬁypm before that Anhmly'“y(u Rules 55.3a) lnd'a“.l. st
sntence).  For further information, see the Notes to the demand form (PCT/IPEA/OL)

Conssquewce with regard te transiation of the international application for entry Into the natienal phase

The applicant's attention i drawn' to the fact that, upon entry inio the national phase, » tanslation of the-
claims as amended under Article 19 may have to be furnished to the designated/elected Offices, ingtesd of, or
in addition to, the translation of the clatms as filed.

Cuﬁnﬂllrhihmhnqnim of each designated/alected Office, see the PCT Applicant’s Guide,

Notes 1o Forra PCTASA/ZZ) (scctad deet) (aly 1998; repeios Apei) 2002)



PATENT COOPERATION TREATY \u:\’

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:
IVOR R. ELRIFI PCT
MINTZ, LEVIN, COH, FERRIS, GLVSKY AND POPEO,
P.C. NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
ONE FINANCIAL CENTER THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
BOSTON, MA @111 OR THE DECLARATION
(PCT Rule 44.1)

Date of Malling

(day/month/vear)
Applicsm’s or agent's file reference
22058-585PRO FOR FURTHER ACTION Sce paragraphs | and 4 below
Tateroatioml application No, Internasional filing date
PCT/USON21975 (day

_ 15 July 2003 (15.07.2003)

Applicant
WYETH

1. []  Too spplicen is hersby cotified tius tho international search report hes boen catsbilshed and is trammmitted herowith.
Nling of seendaants snd statement wider Articls 19:
"The spplicant is entitled, if he 20 wishes, 10 amend the clsizw of the isterational spplication (sce Rale 46):

Whea? The timo limit for filing such antendments 1s normally two monthe from the dato of transmittal of the
intarnstional search report.

Where? Dirvcily to the Intornational Berean of WIPO, 34, chemin des Colombettes
1211 Geoewva 20, Switzeriand, Facsimile No.: (41-22) 740.14.33

For more detalled insiructions, seo the noies on the accompanying sheet.

2 [ oo epplicant s herehy sxxified that oo intornational search repoct wil be catablished and that the declamtion wnder
Axtielo 17(2)(a) 10 thet cffect Is trenmmitted herowith.

3. ] 'with regard te the protest againet payment of (so) sddifional Seefs) mndor Rolo 40.3, the spplicant is notifiad that:

[} o protest togethor with the detision thereon hes bosn tranmmittad to the International Baresn together with tho
applicant's request 10 forward the texts of both the protest and the deeision thoroon (o the designated Offices,

[0 oo decision hes boe made yet on the protest; the sppficant will e notified as aoon a8 « deision is made.

4. Roslwders

Shortly sfier 13 sl from the priority date, the internetions] spplication will be published by the Intermtiooal Buremn. If the
applicant wishos Lo swoid or postpons publication, » potice of withdrawal of the inlernstions] application, or of tho priarity alaio, nut
roach the Intornmtionsl Buresu es provided in Rules 90 Mi.1 snd 90 bis.3, respestively, before the compiotion of thoe technice)
peeparations for intermstional publiestion.

Within 1% menthe from the priority deto, bot anly in respect of some designated Offices, & deomnd for international prefminery
examinalion mwet be filed if the applicant wishes to postpone the entry irto the ostional phasn until 30 uuths from the priority date
(in vome Offices evem Inter); otherwise the spplicant must, within 20 mesths from the priority date, perfonn the prescribed acta for

In rospeot of other desigmted Officos, the tims limit of 30 seomths (or later) Will spply oven if o doumnd is Aled within 19 months.

Seo the Annex 1o Form PCT/IB/30! snd, for details abot the spplicable time limits, Ofics by Office, ace the PCT Applicant's Guide,
Voinms I, Natiooal Chpters and the WEPO Interset sito.

—— . Y

Nams end majling address of the [SA/US Autharized .
Mail Siop PCT, Attn: BA/UN r
Commisicmer for Paienis Janet Df—‘
P.O. Bax 1420

e A S 50 0 malp mmsan PN
e RECEIVED ™™
' 0CT 0 8 2004
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Usumiua
< PATENTE DE INVENCIONDMODEL" } OC UT! % {)
Indicaclon de que se soficita la concesion de una patente. d/l )
Datos de identificacion del solicjfantr o d= la persana nmiw se prosenta ba solicitdl, ()
- Descripcion de !a Invencion. v )
- Dibujos do ser estos pertinenies. i)
“i—w .  Comprubanie de Pago de las tasas establecidas. /

COMPLETA ™ { ) —INCOMPLETA ( )

DISENO INDUSTRIAL ( ) .

- Indicacion de que se sollcita el reg'stro de Disefic Industrial { )

- Dalos de identificacion del solicitanle ¢ de la persona gue piesenia L)

- lasolicitud.

- Representaclon grafica o fotografice del Diseio Induelrial o muestra dei
Material que Incorpora el disefto. ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas (1
COMPLETA { ) INCOMPLETA Ly

- ESQUEMA DE TRAZADO ()

- Indicacion de que solicita el registro do un Esquema de Wrazailo. {)

- Datos de dentificacion del solcitanta o de Ia persona que presenta
La solicitud. ()
Representaclén graflca del esquema de trazado { )
Comprobante da pago de las tasas establecidas. ( 1}
COMPLETA { INCOMPLETA ()
Firma Responsable:

LT T T omanisTan v oMEElD
FOChA.  ficacion : 0300907 0000000 Falies: 147
Facha ﬂlh 2005-02-4 16:24:56
Trawite 1 011 PCT-PRIENT 379 FASE MACT AdD PREGENTAL
ol e uummmnmmm N
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

]
)

a— g p—

-——

Y -

" RADICADUR

—

e Sttt

-



Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Folio 149

2020
Bogota, D.C,
Doctor{a) OficloN°, _ . 12297
DILIA RODRIGUEZ D'ALEMAN
ASUNTO: Radicacion N° 05-9447

Solicitud intemacional PCTAUS2003/021875

Fecha inicio fase nacional 15/02/2005

Trémite 011

Evento 379

Actuacion 430

Folics 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de industria y Comercio, se le
comunica que:

B La solicitud no contiene los poderes debidamente otorgados, con el lleno de
los requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante, cuando
ésta fuere persona juridica.

A La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente de los inventores & los solicitantes o a sus causantes.
(Art. 26-k) Decision 486/00.

B Si fuere ol caso la solicitud debe contener la traducciéon de los anexos del
reporte de examen preliminar intemacional. (Art. 36.2.b) del fratado PCT).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presents oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en ei numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto del titulo de la Circular Unica N° 10 de 2001.

P
\ W
CESPEDES DE VERGEL

nde N C -
de Nuevas Creaciones Carrera 13 No. 27-00 Plsos 5, 7 y 10

. Conmutador: 382 0840
El anterior requerimi notificado por fijacion en Ristd5083820
facha, 'Iﬂ Hﬁ% E-mall: info@slc.gov.co
Www.sic.gov.co

202027 Bogot4, D.C., Colome




