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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
| ENTRADA EN FASE NACIONAL 9] _ 10 -O5
SOLICITUD DE:
@ Patente de Invencién. [0 Patente de Modelo de Utilidad.
| [X capituio|l. L1 Capitulo II.
Nombre: WYETH
sociedad constituida y existenha. bajo las
SOLICITANTE | '2es de Delaware, Estados Unidos de IDENTIFICACION
™) Direclén: Five Giralda F cc. O Nt [
recclén: Five Giralda Farms,
Madison, New Jersey 07840, C.E. O Otro O
+ [Estados Unidos de América Cual
Domicilio: Madison, New Jersey, Estados Numero S
Unidos de América
Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion: Carmera 4. No. 72-35 cC. X NIT O
- Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| .-~ 118850 ce. O oo 0O
APODERADO ¢ rait glientes@camyp.com. ' Cual
Domicilio: Bogotd, Colombia. Ndamero 438.019 T.P 31.929
@ 1. Mary COLLINS 2. Elaine CHIN
54 Rathbum Road, 2 Peabady Court,
Natick, Massachusetts 01760 Concord, Massachusetts 01742
lNVEN(;%R (ES) Estados Unidos de América Estados Unidos de América
3. Mayra SENICES 4.DeborahAYOUNG
5 Holden Avenue, 39 Nelson Road, )
Saugus, Massachussets 01808 Melrose, Massachusetts 02176
Estados Unidos de América Estados Unidos de Amelica/

@ PCT (86) =
Solicitud Internacional No. PCT/US2004/008833 Fecha: 22 de Marzo de 2004
Publicacién Intemacional No. WO 2004/084835 A2 Fecha: 7 de Octubre de 2004

Titulo (54)
TRATAR DESORDEN INMUNOLOGICO USANDO AGONISTAS DE INTERLEUCINA-
21/RECEPTOR DE INTERLEUCINA-21

_® Clasificacién Internacional (51) AB1K 33/ 10 ,* A6IP 3x [00.

Prioridad | (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Solicitud
sild NoLl us 21 de Marzo de 2003 ' 60/456,920
@ Comprobante de pago No.: 05-69.906 Fecha: Septiembre 12 de 2005
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 443.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existancia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
jurldica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones. Cesién del Inventor al solicitante bajo la regla 4.17 del PCT

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencitn
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE; EMILIO EERRERO
FIRMA : é-—ﬁ— l;-"—-———;-.__}

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.829
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REPRESENTACION Y PODER

4

Hcprescnbackin y Poder com amtoniencidn notarial y ADemille
para patasbcs, modcios do utilded, discfios ndusrislss,
machs da Flbrics, nombres comcrciales, onsoBas, noxbirey
da damivio, Iessne comnercialen, LUeanelon,

Represmpintion snd

with ootaria)

anthensication and Apostills for gxients, uiiliy models,
indugrial dedigns, wedomarks, counnarcial omnes, tGwde

smblems, dometn emes, soguns, Howaves.

REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

Yow.ﬂomm(m).hmd

Wyeth

dosnicilisdo (3) co/af F':I.v'e Giralda Farms

Madison, NJ 07940.|Un:l.ted States of America

por o proseoin noobvarnca a EMILIO FERRERO, e 319339
CONEZALO FERDOMO, spn. $31; LUZ CLEMENCIA DR PAEZ, ppa
23555 y GERMAN CAVELIER. tpa. 832, domioiilados an |a Carrara da
N* 72-33, Bogoul, Colombin, en cbedtahnionn a lo disposso e ol
parigrafd 10 del Aniculo 543 del Codigo da Comercin, el priresro como
principal ¥ loa demnds como supleates, en s ondan, como mis (oocstrox)
fepreseninros ¢ (0405 108 asunmoa de mopicded industrisl sen Seculoud
rooibis notiflonsioncs ¥y ncmbrer apodendes Judlalslw o
wa. B priroer representante seplects resmpinsrk al primcipal
o oiso do cusmoln o epodinsntse eemporal o dafinitiva da squil. La
micma regis o gplicurd cusndo el segundo reprocmianic muploats baya
do romnploar &l primere, © el txowo al sogumdo. En mles easos, ol
EEEsewmEnts mwinotpel, o o primere, o epndo supleots, t fu e, ©
wzboa, daclayenin gu Ipancidn de 0o oJereor 1a représintnolén madionm
duclarszién aumaticada por Notsrio Pdblico en Colombia, o por Nowrlo
u oo Funalonsrio Piblico, ¢ Céaml da Colambia, en ol extvenjers; y =5
sa i de supodizoante, con o codfiosde mopeative. 8 alpvae do les
nmybredos liare definiivamenss, ol sigoices mend su lugwr. Cumndo
casere le. casoncle © hepodisoante dol representama principal, o ds su
primere o scpunde suplmies, w W oam, podrin guos
roprescaioaidn, tn fu gridan, Lo Y etros sagdn sl carc. asxmidéndaly por
¢l solo hecho de gjoraxia, coandn on @ monxnie 1 Gaxicy dc 1a
represtytacidn pol el primero, ssgaxdo o tercer suplenic < su GRs0.
Adamis, confiero (conferimos} poder a loy abogedos mviba normbrados,
prm abranar In muisooion da mi (mussts) propladad Indusmial y eomm
la etompotoncis. doslée). w cuyn afbero anterize (omos) o low dickos
opodemdac pam que ms (nox) reprepencap snto cuslesquisrs miidpdes o
paonny, oaan v no jurisdiccldy, afpecialrmants ants Tay del srden
sdminiswstive, contncoso- admichestive y judicial, sl oo b
ﬂ- ds abiTunmi, s wdo lo conoomicnts n lod sliguieaatos
a) Obixoridn de potenics Je invencidn, modelos de utilided ¥
discios indusrislos: o] reglowe d¢ marcas de  filrica colccives,
deforgivas, de sarviclo, lemas comerciales, nombres comerciales,
masflsy nomshres de deminio, variadades vegeinles y deneminaxdonss de
origm; su removecidn, tuspuso, ownbic do pombre o dessicilio,
cmodeciin velusieria; ¥ el regisho de Lommeins de uss de eves darechon;
b) Laa mscionms ds oompemsnnia desieal, protsccién dal canmwmisor,
oposiclonss U obasrvacionag. teneslasidn admiolsnilive y Judinjal,
nulided, mcdider omtclurcs, cmooids dc licencles, ln tuis, In
promucidn de deofetos Indnmriciag, ¥y en ganarcl lod fdales oiviles,
ponalca, wiminlstrativos 0 confencioso  odministmtivos rolusionndos con

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODBOT-181 (MINUTA N"121.1.1.8 USA)

- in doe complisnes with the mrms of peragrepll 1ee. of ardcle 343 of the

Commcralnl Code, do harchy sppoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929:

| GONZALO PERDOMO, wr 131; LUZ CLAMENCIA DE PAE?, gm.
' 73595 wnd GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiafled at Camrors 42 N*
" 72 35, Bogonh, Colombla, dw fire aa principe] sod Gy othae e

slaroaneg, In the onder of thalr appointneyr, a5 our represcmatives for all
indorwisl property mxtters with fhoulty t Toocive wotifoations asd
sppaint sthoroaye in and ovt of Caunt. Ths fire sltarname shall replase the
principal in ousy of his sheence ot of tomporal or definitive tmpodicsoat.
The aame ruls will apply when thea ssoond shemse repressutstive s w
woplaca the fire ono, or whch the thivd iy to rcplace e fivst or seoond
almmass in thelr am, or both of themn, coooul In such cuses, v
principal reprosonintive, or the firnst or sovond cltcnstes fn thedr um, ar
both of thamn, shall stxro thelr ntenron not 10wt 68 repragentaives
tuvugh 8 docloution given beflare a Nobary Fublic in Colombla, or befire
s Notary or snolher Publie Officlal or a Colomblan Casval abwoad: snd in
oagse of impedimant, the spproprisa cartifiante shall nuffice, If any of e
appoimem e v be dafinitely abeurt, the following altcysmce shall talo:
his place When ths ebicnes or jupoliment of e prineipel
reprormintive, or of the Envt or sovend altoroato io Gaeir Tam coascs, the
TupreMptaion efn be Wi sgein in thelr saquansa, by the principal, the
first or scoond altcrmax: dcponding on osso, asd the morc faot or f
cxcrcise will suffice. The txXarciso of the reprosepistion by the fing,
second or thind altarnates in thelr Dim shall end ax such tine. In addition,
wa ganz a Powsr of Atmmasy 8 Srver of the above namwd
attemnoys of lsw so fhot thoy moy obinin the profoction of oy {(owr)
indusirial Teoperty unil ageinst the unihir competirion, for which purposs I
) muihorive The said allgguays to oprepent me (u) bofore sy
mubhwritlen or puwoms, with or whhos juriwiiaion, wpecially dom
nimizisrwive, utministrarive conmastious and judisial, as wall ag bafore
Athitration Cowrt, in all meoes oowaming the fellowing )
Obttalmnent of patenma, utllity modsis and indusmial designe: the
reglooation of tedemmwrks, collective, defengive and servica marks,
slogons, eccownesrcisl oanen trade emblepm. damain nemes. vegsinl
wristics end donominadions of arigin: its remcwal, assigamment, change of
ez or demlelin, veluntwry cancallstion; snd the registration of Neengas
of use of the shoveo righix b) Actisns of umfhir sompetition, pretastion to
the consmumer, opposidons or cheorvations, administative or Court
cancalimion, nullicy, inftingemner:, granting of lomess, the acan far AL
mandyms, the promaion of treds asorets, end in ginonal the ofvil, penal,
and sdminigrattve suits moliting o Gwee righix actions oxd it
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sufnilr S ‘mandsle, transiglr, concilisr, admbir los hechos el
proceso, dosistir, cenchler, recibly. renuncisr. ¥ eaificar loa ooma ds

agenas-aficiokos.
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Wyeth

Dudo y firmado hoy'Given and algnod his

aa Madison, New Jersey

el

5

inabiiuted by ms (0s) or againet e (us). And th i all the shove macemn
they romy subsrims this Power of Atiomncy, compromisc, conaliism, odeds
i Macts of the cash, desiat, cxncel. receive. resipm. and muity acy dona by

ropressmrtivey withour & power of sttarasy.

1o +h Toue )OO

07940; USA

A William H. Calnan

Asgistant Secretary
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NOTARIAL CERTIRICATE (INDIVIDUAL)

dayof

Qn thic

» djas d2l mes de —p

v 100 ante cof, Noewio Piiblico o Punciopario Autodzado 200___ befora me, a Notary Public or Auesting Qfficial of __
apascoid{cpon) parsonalmcan: pecsoaally sppeared

w 0w known, and mown tm @ w be the penion(s) whe

. Dicnfcd) doy fc do conocer ¥ Mo COATA qus oi(son) lae)
T sapa(s) firnanrc(s) del documcmo que proceds, ¥ quisn(cs)
wio} capacidad legal pars atorgado

| Nomrio Piblica o Puncionarin Autarizado —Natary Public or Arrcsting Oficial

-

amcupcd thar foecpoing dooaoon:, aad who bas(have] lcgal
capasity o exceuls it

NOTARIAL CERTIFICATE (CORFORATION)

P A——

wholm) I knew peraonally and whafm) rigoued this docugacs as
mwmdh&wﬂﬂw-wmm

mp—

L TETH

" L caxdifys

1.  Thar] have scen the follawing docimecnn:”
Restated Certificate of Incorporation filed
Mil 22, 1988 with Secretary of State of

2. Tharthe above docunens duly prove the following:
21 Tha__Wyeth .

Corporasion/Campany copgtiaed exisconce
;:mmmmhmhﬁﬂ_me; T ia

7 koo A V -
! DIV 8 LTTIDD (AR 2P

fve CHISTE “‘fﬁ&ﬁﬁm —
079%0; United States of Anecica

JdenhmuuhmnnhsMu&m e
caroprendidos damoo dol ohim':dam

munuh Mdﬂ.
4. Que ci(lus) Sv(Jres) Wuaw L Calk‘ﬁ

23. Thar the purpase or purposcy for which the present Fowed
dmuwmmdmmmmn
Purposss dct forh I e chareer of vhe Demtionod

Dorporation/Cormpeny.
2.4 Thna Mr.(Mwecs.) William H, Calnam

m4(n) nuorixada(s) para owrger el preserue Poder.
wisa_LLads slrem

L4

vl @ fusde  waed

mmmmmmmm-; agipen

Nelwrio Piblica ¢ Funcionario Aurotizado — Notecy !‘ll'bhl: or Apcsting Ofiocial_

§&(3re) axthorized 10 £TANE the present Power af ARnmay.
cuy _Morristown

Swux_New Jersey
f'rs. 16th dayor June 2003
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TRADUCCION OFICIAL 101/2003 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES Y
EN 'ESPAﬁOL, REALIZADA POR EDUARDO CALADO NOGUERA, TRADUCTOR
OFICIAL APROBADO POR RESOLUCION 541 DEL 27 DE FEBRERO DE 1976 POR
EL MINISTERIO DE JUSTICIA Y DEBIDAMENTE REGISTRADO ANTE EL
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE LA REPUBLICA DE COLOMBIA Y
MEDIANTE EL CUAL WYETH, EMPRESA DOMICILIADA EN FIVE GIRALDA
FARMS, MADISON, NJ 07940 ESTADOS UNIDOS DE AMERICA OTORGA PODER A
EMILIO FERRERO, TPA 31929, GONZALO PERDOMO, TPA 831; LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ TPA 23555 Y A GERMAN CAVELIER, TPA 832..
EXPEDIDO Y FIRMADO EL 16 DE JUNIO DE 2003 EN MADISON, NEW JERSEY
07940, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA. FIRMADO: WILLIAM H. CALNAN,
SUBSECRETARIO.

CERTIFICADO NOTARIAL EN INGLES Y EN ESPANOL DE FECHA 16 DE JUNIO
DE 2003 POR EL CUAL SE CERTIFICA LA COMPARECENCIA DE WILLIAM H.
CALNAN PARA FIRMAR EL PODER ARRIBA CITADO A NOMBRE DE WYETH Y
PARA CERTIFICAR LA EXISTENCIA LEGAL, EL DOMICILIO DE DICHA
EMPRESA Y LA CAPACIDAD DE WILLIAM H. CALNAN PARA COMPROMETER A
DICHA FIRMA. FIRMADO: MARILYN L. MITCHELL. SELLO: MARILYN L.
MITCHELL, NOTARIO PUBLICO, ESTADO DE NUEVA JERSEY, MI CARGO VENCE

EL 6 DE FEBRERO DE 2005. s

-
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% ) ":Q.-; Tee Ay '

APOSTILLA: ! IUAN UARUEL Breno wih:
s TARID

PR

(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Estados Unidos de América
Este documento pflblico

2. ha sido firmado por MARILYN L. MITCHELL



£
- R

‘3. quien acta en su calidad de NOTARIO POUBLICO DE NUEVA

. JERSEY ]

4. lleva el sello de MARILYN L. MITCHELL, NOTARIO

CERTIFICADO

5. en TRENTON, NUEVA JERSEY

6. el 26 DE JUNIO DE 2003

7. por JOHN E. MCCORMAC, 'CONTADOR PUBLICO AUTORIZADO, TESORERO
DE NUEVA JERSEY -

8. Nfmero Al75618

9. Sello:

El sello del estado de Nueva Jersey

10.Firma: (ilegible)

COLO-13798-841-001-5

WPCLO02G. ID. 4628

Bogotd, 12 de julio de 2003.

Sduarde Masad~ Noguars
STRADUC 102 ICLAD
e - Gl PRD
Rea 341 Fabror de e
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nemmmunnoq“:ﬁgﬁﬂf
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacién Intemacional WO 2004/084835 A2
Descripcién:
Paginas 61 en el idioma original
P4ginas 89 en espaiiol
Reivindicaciones: Nimero (s) 48
Figuras: Namero (s) 8
X Forma PCT/RO/101. PCT Request
Forma PCT/RO/106. invitation to Correct Defects.
[] Forma PCT/ISA/210. Informe de Blisqueda Intemacional.
[] Forma PCT/ISA/220. Notificacién De La Transmision Del Informe De Busqueda
Internacional Y De La Opinién Escrita De La Administracién Encargada De La Bisqueda
Intemacional, O De La Declaracion.
6. [] Forma PCT/1ISA/237. Opini6n Escrita De La Administracién Encargada De La Busqueda
Intemmacional.

7. [[] Forma PCT/IB/304. Notification Conceming Submission Or Transmittal Of Priority
Document.

8. [] Forma PCT/IB/306. Notification Of The Recoding Of A Change.
Descripcién De Modificacién:

U

9. [X] Forma PCT/IB/308. Notice Informing The Applicant Of The Communication Of The
Intemnational Application To The Designated Offices.

10.[] Forma PCT/IB/332. Information Conceming Elected Offices Notified Of Their Election.

11.[] FORMA PCT/1B/345. Communication in cases for which no other form is applicable.

12.[] Forma PCT/IPEA/401. PCT Demand

13.[] Forma PCT/IPEA/402. Notification Of Receipt Of Demand By Competent Interational
Preliminary Examining Authority.

14.("] Forma PCTAPEA/408. Written Opinion.

15.[] Forma PCT/IPEA/416. Nofification Of Transmittal Of The Intemational Preliminary
Examination Report.

16.] Forma PCT/IPEA/409. Informe Del Examen Preliminar Intemacional.

17.[] Traduccién Al Espafiol Del Informe Del Examen Preliminar Intemacional.

18.[] Traduccién Al Espafiol De Los Anexos Presentados Junto Con El Informe Del Examen
Preliminar Intemacional.

19.04 Extracto de publicacién.



——— N L ]

004/08483:5 A2 110100 E 0O 0O

-

-

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property
Organization
Intcmational Bureau

(43) International Publicstion Date
7 October 2004 (07.10.2004)

-~

ERY 3 .
1 e

(10) International Publication Numaber

WO 2004/084835 A2

(51) International Patent Classification”: AGIK

(21) Interasationsl Application Number:
PCT/US2004/008833

(22) International Filing Date: 22 March 2004 (22.03.2004)
(25) Flllog Language: English
(26) Publication Langusge: English

(30) Priority Dats:
60456920 21 March 2003 (21.032003) US

(71) Applicunt (for all designated States except USy: WYETH
[US/US); 5 Giralda Farms, Madison, NJ 07940 (US).

(72) Inventors; and

(75) Inventors/Applicants (for US only): COLLINS, Mary
[US/US]; 54 Rathburm Road, Natick, MA 01760 (US).
CHIN, Elsine, Y. [US/US]; 2 Peabody Comt, Concard,
MA 01742 (US). SENICES, Mayra [UJSAJS]; 5 Holden
Aveme, Sangus, MA 01906 (US). YOUNG, Deborah, A.
[US/US]; 39 Nelson Road, Mehose, MA 02176 (US).

(74) Agent: MYERS, Louls; Fish & Richarison PC., 225
Franklin Street, Bostan, MA 02110-2804 (US).

(81) Designuted Stales (unless otherwise indicased, for every
kind of nasional prosection available): AR, AG, AL, AM,
AT, AU, AZ BA, BB, BG, BR,BW, BY, BZ, CA, CH, CN,
€0, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, BC, BB, BG, BS, FI,
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE,
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG,
PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SH, SG, SK, SL, SY, TJ, ™™,
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM,
ZW.
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TREATING IMMUNOLOGICAL DISORDERS USING AGONISTS OF
INTERLEUKIN-21/ INTERLEUKIN-21 RECEPTOR

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS

This application claims priority to U.S. Application Serial No. 60/456,920, filed '

on March 21, 2003, the contents of which is hereby incorporated by reference:in its

entirety.

FIELD OF THE INVENTION
The present invention relates to methods and compositions for treating or
preventing immunological disorders of the nervous system, e.g., multiple sclerosis,
using IL-21/IL-21 receptor agonists, e.g., an IL-21 polypeptide or an active fragment

thereof.

BACKGROUND OF THE INVENT!ON

Human IL-21 is a cytokine. In its mature form, it is about 131-amino aclds in
length and has sequence homology to 1L-2, IL-4 and IL-15 ('Pamsh—Novak et al. (2000)
Nature 408:57-63). Despite low sequence homology among mterleulun cytokines,
these cytokines share a common.fold that includes a chamtm;u:‘_'-f:w_hellx-bundl ”
structure. Most cytokines bind to either class 1 or'class Il.oytol:ine'l'oceptol‘s Class T
cytokine receptors mclude the receptors for IL-lO and the interferons, whm class I
cytokine: receptors mclude the receptors for lL-2, IL-7, lL-9 IL-11-13, and IL-lS as
well as the hematoponenc growth factors, leptin and growth honnone (Cosmnn, D.

(1993) Cyrokine 5:95-106).

Human IL-21R isa class 1 cytokine receptor that is expremed by lympho:d cells.' '

particularly by NK, Band T cells (Parrish-Novak et al (2000) supra) Exemplary
nucleic acid sequences encodmg human mterleukm-2l (IL-21) and its receptor (lL-2lR)
are described in WO 00/53761, WO 01/85792, Parrish-Novak et al. (2000) supri, and
Ozaki et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:11439-11444, as are the .
corresponding amino acid sequences. IL-21R: shows high sequence homology to IL-2
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receplor B chain and IL-4 receptor a chain (Ozaki et al. (2000) supra). Upon ligand
binding, IL-21R associates with the common gamma cytokine receptor chain (yc) that is
shared by receptors for [L-2, [L-3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13 and IL-15 (Ozaki et al. (2000)
supra; Asao et al. (2001) J. Immunal. 167:1-5). The widespread lymphoid distribution
of IL-21R suggests that IL-21 may play a role in immune regulation. Indeed, in vitro
studies have shown that IL-21 significantly modulates the function of B cells, CD4"* and
CDS8" T cells, and NK cells (Panisil-Novgk et al. (2000) supra; Kasaian, M.T_ et al.
(2002) Immunity. 16:559-569). Parrish-Novak et al. (2600) suggeste.d that I -21
functions to activate or stimulate the proliferation and maturation of natural killer (NK)
cells, the prollfemtlon of‘mature B-cell populations co-stimulated with antl-CD40 and
the prohferanon of T cells co-stimulated with anti-CD3.

SUMMARY OF THE INVENTION

Methods and compositions for increasing the activity of, and/or an interaction
between, an interlenkin-21 (IL-21) and an IL-21 receptor (also referred to herein as
“IL-21R" or “MU-1") using agomsts of IL-21 or IL-21R are dlsclosed (also referred to
herein as an “IL-21/IL-21R agonist” or “agonist”). Such methods and compositions can
be used to modulate an immunological disorder of the nervou% system or a disease or
disorder associated with an IL-10 deficiency. For example, the retids and '
compositions can be. used to treat or prevent multiple sclerosis (MS)

We have shown, for example, that treatment of mice prophylactlc’ally with an
II..'-2'1IIL-21R agonist, e.g., murine IL-2] polypcphde, resilts in an amehorauon of
symptoms in mouse models for expcnmmtal autoimmune ¢ cephalomyehus (EAE).
The modulation of EAE symptoms was detected in mouse models generated using
myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) peptide (e g, MOG 35-55) and proteollpld
protein (PLP; e. g., PLP 139-151) IL-21 induced proliferation of T cells in vitro.

12

Lymphocytes culturqd in the presence of L-21 produced increased amounts of I-10 _ ’

and decreased levels of interferon-y (IFN-y). Accordingly, agonists of [L-21/IL-21R
activity can be used prophylactically or therapeutically to treat immunological disorders
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of the nervous system (e.g., chronic immunological disorders of the nervous system,
including multiple sclerosis).

Accordinély, in on-tle aspect, the invention features a method of treating (e.g.,
curing, suppressing, ameliorating, reducing, or delaying) or preventing (c.g., preventing -

the onset of, or preventing recurrence or relapse of) an immunélogical disorder of the .

- nervous syétem (c.g., a chronic immunological disorder of the nervous system,-'

including multiple sclerosis), in a subject. The meth.od includes: administering to the
subject an IL-21/IL-21R agonist, in an amount sufficient to modulate immune cell
activity and/or number (e.g., to modulate cytokine levels, e.g., cytokine exprmon,
production and/or release), thereby treating or preventing the mnmmologxcal disorder of
the nervous system, e.g., multiple sclerosis. In one _anbodlmmt, the IL-21/IL-21R
agonist is administered before thp onsct of symptoms to, eg., delay or prevent the onset
of, or prevent recurrence or relapse of, symptoms. For example, the IL-21/IL-21R
agonist can be administered when a subject, e.g., an MS patient, is.in'remission. In
other embodiment, the IL-21/IL-21R agonist is administered after the onset of
symptoms or an attack. Exemplary general symptoms of MS include tremor, poor -
coordination, difficulty walking, and other problems.

The IL-21/IL-21R agonist can be administered to the subject, alone or in
combination, with other therapeutic modalities as described herein. P-refmbly, the
subject is a mammal, e.g, & human suﬁ'ering from an immunological disorder of the
nervous system, ¢.g., muliiple sclu'osns

In one embodxment, the IL-217IL-21R agonist interacts w:l.h,e g., bmds to, )
IL-21 or IL-21R, preferably, mammahan, e.g., human IL-21 or IL-21R, and meases or

potentiates one Or more IL-21 and/or IL-21R activities. An agonist of IL-21 is teferred __—

to herein as an “IL-21 agonist,” and an agonist of IL-21R is referred to as a “IL-21R -
agonist.” An IL-21 polypeptide is itself an IL-2IR agonist, Preferred agonists binid fo
IL-21 or IL-21R with high affinity, e.g., with an affinity constant,of at least about 107
M, preferably about 10* M, and more preferably, about 10° M t0 10" Mior
stronger. The lL-21/IL—21R agomst can be,e.g., an IL-21 polypepude Or an acuve
fragment thereof, an IL-21 fusion protein, a peptide agonist, an antibody agon_lst o -
antigen-binding fragpment thereof, pr a small moiecule agonist. ' . '
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In one embodiment, the IL-21/IL-21R agonist is an [L-21 polypeptide, ¢.g., a
hurnan, bovine or murine IL-21 polypeptide, or an active fragment thereof (e.g., a
human IL.-21 polypeptide comprising the amino acid sequenc-:.e shown as SEQ ID NO:2,
or encoded by a nucleotide sequence shown as SEQ ID NO:1, or a sequence at least
85%, 90%, 95%, 98% or more identical then_ato). In another embodiment, the
IL-21/IL-21R agonist is 2 murine IL-21 polypeptide or an active fragment thereof (e.g.,
a murine IL-21 polypeptide comprising the amino acid sequence shown as SEQ ID
NO:4, or encoded by a nucleotide sequence shown as SEQ ID NO:3, or a sequence at

' _ least 85%, 90%, 95%, 98% or more :demhcal thereto) In yet other embodiments, the
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lL—ZlIlL-ZlR agonist is a fusion protem comprising an IL-21 polypeptide, ¢.g., human
or muyine ]L-2l polypeptide, or a fragment thereof and, e.g., fused to, a second moiety,
e.g., a polypeptide (e.g., 2 GST, Lex-A, MBP polypeptide sequence or an
immunoglobulin chain, including, €.g., an Fc fragment, a heavy chain.constant regions
of the various isotypes, including: IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgM, IgAl, IgA2, IgD, and
IgE); an ag;mist antibody or antigen-binding fragment thereof, that binds to the I1.-21

receptor; or a small molecule or peptide agonist. In other embodiments, the

IL-21/IL-21R agonist is an agent that increases the activity or levels of IL-21 by, e.g.,
increasing expression, processing and/or secretion of functional IL-21. Nucleic acids
encoding the aforesaid IL-21/IL-21R agonists can also be sdministered tb the subject.
The fusion proteins may additionally include a linker sequence joining the first
moiety, €.g., an IL-21 fragment, to the second moiety, e.g., an unmunoglobuhn

ﬁagmmt In othm- embodlments, addmonal ammq acid sequenoes ‘can be added to the-

or C-terminus of the fusion protem to famhtnte expression, ste.nc flexibility,
detectmn and/or isolation or punﬁcahon . ' _
The IL-21/IL-21R agonists descn'bed herein, e. g., IL-21 polypeptide or a fusion
protem described herein, can bé derivatized or linked to another functional molecule,

e.g., another peptide or protein (¢.g., an Fab' fragment).. For example, the fusion protein

or an anubody, or antngen-bmdmg portion, can be ﬁmcuonally lmked (e.g.. by chemlcal
coupling, genetic fusion, non-covalent association or othermse) to one or more othcr
molecular entities, such-as an anhbosly (e.g., a bispecific or a multi-specific anqbody),
toxins, radioisotopes, cytotoxic or cytostatic agents, among others.

Y
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In another embodiment, the [L-21/IL-2]1R agonist is an ant.ibody,' €.g,an
agonistic antibody, or antigen-binding fragment thereof, to IL-21R, preferably, human
IL-21R. The antibgdy or antigen-binding fragment thereof, can be a humanized,
chimeric, human (e.g., in vitro generated) antibody, or antigen-binding fragment
thereof. In one embodiment, the antibody is a bispecific anllbody, eg,an anubody that
interacts w:th IL-21R and another receptor chain.

In one embodiment, the méthod includes evaluatmg the subject for an IL-10
parameter. An “IL-10 parameter” is qualitative or quantitative information about IL-IO
levels or activity, e.g., IL-10 mRNA or protein levels or activity. The mforn!auon can
include, for example, concentration of IL-10 i-n one more tissues or one or moi'e
samples from a subject. The subject can be evaluated, for cxaﬁ:ple, before the
administering, e.g., at least bef:ore administering a first dose. The sul:;ject can be
evaluated, e.g., after the administering, €.g., at after administering one or more doses,
e.g., at regular intervals, or in the case of continuous administration, after one or mc;re
intervals. The subject can be evaluated both before and after an adm:msﬂahon
Inforrnatxon from evaluating an IL-10 parameter can be used to modulate administration
of the lL-21/[L-21R agonist. For example, an increase in an [L-10 parameter to a value
in the range of normal can indicate that a desired therapeutic effect. A decrease in an
IL-10 parameter can indicate insufficient administration or non-responsiveness.
Similarly, it is possible to evaluate a corresponding IFNy parameter, In such cases, a
det:tusemanIFN'rpmetertoavaluemﬂlerangeofnormalcanmdlcatethata
deau'ed thmpeuuc effect. A increase in an IFN-y parameter can mdloate msu.fﬁc:em
admmlstrauon or non—responswmess " Still other palametera 'that'can be evaluated
related to other cytokines and factors provided in Table3. SN

" In one embodiment, the method includes evaluating the subject for a nak of an
ilmmunological dlsorder of the nervous system (e.g,, of multiple sclerogis), or one or
more symptoms of such a disorder. One method of cvaluating risk-includes evaluahng
an IL-lb parameter. . -

In one implementation, the IL-21/IL-21R agonist is administered i in response to .
an alteration in status of a subject, e.g., in response to a ﬂare-up or attack associated
with MS.
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The IL-21/IL-21R agonist(s) can be administered in the form of a single dose, or
a series of doses separated by intervals of days, weeks or months. The IL-.2111L-21R
agonist(s) can be administered by injection, e.g., by injection into the central nervous
system, of a subject. For example, the IL.-21/IL-21R agonist(s) can be injected into the
lumbar cerebrospinal fluid (iritrathetically).” In other.embodiments, the IL-21/IL-21R
agonist(s) is administered intravenously. _

In one embodiment, the IL-21/IL-21R agonists described herein, e.g., the
pharmaceutical compositions thereof, are administered in cém-bination therapy, i.c.,
combined with other agents, e.g., therapeutic agénls, which are useful fo.r treating or
preventing an immunological disorder of the nervous system, e.g., multiple sclerosis.
For exampl;s, the combination therapy can include one or more IL-21/IL-21R agonists,
e.8., an IL-21 polypeptide or active fragment thereof, an IL-21 fusion protein, a peptide
agonist, an antibody agonist, or a s_mill molecule agonist) co-formulated with, and/or
oo-adminis_te.red with, one or more additional therapeutic agents, €.g., one or more
cytokine and growth factor inhibitors, immunosuppressants, anti-inflammatory agents,
metabolic inhibitors, enzyme inhibitors, and/or cytotoxic or cytostatic agents, as
described in more herein. |

Examples of therapeutic agents that can be co-administered and/or co-
formulated with one or more IL-21/IL-21R agonists to treat multiple sclerosis, include,
but are not limited to, one or more of: interfel:on-'ﬂ, for example, IFNﬂ-lu. and IFNP-

1 B; a protein that simulates myelin basic pmtem (c.g., a synthetic protein, e.g.,

. glatiramer acetate, COPAXONE®); cortlcosterouds IL-1 inhibitors; TNF inhibitors;

anhbodles to CD40 ligand and CD80; antagonists of IL-12 and IL-23, e.g., antagomsts .
of i p40 subunit of [L-12 and IL-23 (e.g., inhibitory antibodies against the p40 suburit); '
IL-22 antagomsts all molecule inhibitors, é.g., methouuate, leﬂlmomlde, sirolimus
(rapamycm) and analogs thereof, e.g., CEI-779; Cox-2 and cPLA2 ]nhlbltOl'S NSAle,

) p38 inhibitors; TPL-2; Mk-2; NFkﬂ inhibitors; RAGE or soluble R.AGE P-selectm or

PSGL-1 inhibitors (e-g., small molecule inhibitors, antibodies thereto, e.g.; antibodies
to P-selectin); estrogen recéptor beta (ERB) agonists or ERB-NFkf} antagonists.
Eﬁmpla of TNF inhibitors include, e.g;, chimeric, humanized, effectively
human, human or ir vitro generated antibodies, or antigen-binding fragments thereof,
that bind to TNF; soluble fragments of a TNF receptor, e.g., p5S or p75 human TNF

6
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receptor or derivatives thereof, e.g., 75 kdTNFR-IgG (75 kD TNF receptor-IgG fusion
protein, ENBREL™), p55 kD TNF receptor-IgG fusion protein; and TNF enzyme
antagonists, e.g., TNFa converting enzyme (TACE) inhibitors. '

Additional therapeutic agents that can be co-administered and/or co-formulated
with one or more IL-21/IL-21R agonists include one or more of:_ interferon-p, for
example, IFN P -1a and IFN B -1B; COPAXONE®; corticostéroids; IL-1 inhibitors;
TNF antagonists (e.g., a soluble fragment of a TNF receptor, ¢.g., p55 or p75-human
TNF receptor or derivatives thereof, ¢.g., 75 kdTNFR-IgG (75 kDD TNF receptor-IgG
fusion protein, ENBREL™)); antibodies to CD40 ligand and CD80; and. antagomsts of
IL-12 and/or IL-23, e.g., antagonists ofa p40 subumit of 1L-12 and IL-23 (e.g.,
inhibitory antibodies that bind to_the p40 subunit of IL-12 and IL-23); methotrexate,
leflunomide, and a sirolimus (rapamycin) or an analc-)g thereof, e.g., CCI-779.

In another aspect, the invention features a method for modulating, c.g,
increasing or decreasing, immune cell activity and/or number (e.g., the activity and/or
number of an immune cell, e.g., a lymphocyte (e.g.,a T cell)ora Mulaﬁon of immune
cells, e.g., a mixed or a substantially purified immune cell population. The' method
includes contacting an immune cell, e.g., an immune cell a5 described herein, with sn '
I1-21/1L-21R agonist, e.g., an agonist as described herein, in an amount sufficient to
modulate, ¢.g., increase or decrease, immune cell activity and/or mnnbe.r In one
embodiment, the activity iricludes mo'cllu.lation, e.g., increase or decrease, of cytokine
ac-tivity or levels. For example, the IL21/IL21R agonist may mcrense lymphocytic
production or levels of IL-10 and/or décrease production or levels of interferon-y.

' The, subject method can be uséd on cells in culturs, €.g. in vitro or & vivo. For
example, immune cells, ¢.g., T cells as described herein, can be cultured in vitroin .
culture medium and the contacting step can be effected by aciding one or more .
TL-21/IL-21R agonist(s), &g, an agonist as described hercin, t the culture medium.
Altemnatively, the method can be performed on cells (e.g.; unmune cells as described
herein) present in a subject, e.g., as part of an in vivo (e.g., thempquuc orpmphylachc)
protocol. _ '

A change in immune cell actmty includes any variation(s), e.g.,
increase/decrease, in one or more of: proliferation, cytokine secretion and/of
produt;tion, survival, differentiation, cell responsivencss (eg. desensitization), cytolytic
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activity, effector cell activity, gene expression, among others, of the immune cell

_ contacted with an IL-21/IL-21R agonist compared to a reference, €.g., an untreated

immune cell. For example, contacting an immune cell with an IL-21/IL-21R agonist,
e.g., an [L-21 polypeptide, can induce one or more.of: proliferation, cytolytic activity,
effector cell function, or cytokine secretion of one or more of: thymocytes,
lymphocytes, lymph node T cells, mature CD4+ T cells, mature CD8+ T cells, or
macrophages. In one embodiment, the IL-21/IL-21R agonist may increase lymphocytic
production or levels of IL-10 and/or decrease production or levels of interferon-y.

In another aspect, the invention features a method of modulating ari IL-10
deficiency, or a disorder associated with an IL-10 deficiency in a maimmalian subject.
The methclyd- includes administering to the subject an interleukin-21 (IL-21) polypeptide
in an amount sufficient to increase 1L-10 expressic-m oractivity in the subject, e.g., at
least 1.2, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, §, or 10 fold increase, e.g., between a 1 2-2.5 fold increase
or between a 2.5-5 fold increase, a 5-10 fold increase, or a greater than 10 or 20 fold
increase. An “IL-10 deficiency” is a statistically significant decrease in IL-10 relative
to a corresponding normal subject. For example, the decrease can have a P value of
less than 0.05. Since IL-21 or other IL-21/IL-21R agonists can be used to increase IL-
10 levels or activity, IL-21 and such agonists can be used to modulate an.]L-IO
deficiency.

i1,10 levels can be monitored, for example, in blood, serum, or cerebrospinal
fluid. Exemplary disorders that can be associated with an IL-10 deficiency include

multiple sclerosis, significant inﬂa:_nmntory.e'vl;s (including ischemia-re ion

injury), peoriasis and pemphingys. Since IL-21 can increase IL-10 levels; IL-21 caii be

used to treat at least one symptom' of thése disorders and others associated with an
IL-10 deficiency. ‘ .
" In another aspect, the invention features a method of ameliorating mu-ltiple'

- sclerosis in 8 mammalian subject, e.g., 2 human. The method includes: administering.
. to I‘li.e subject an inta‘le'ulnjnﬁl (IL-21) polypeptide in an amount sufficient to

ameliorate multiple sclerosis, or at least one symptom of multiple sclerosis in the
subject. For example, where the subject is human, the IL-21 polypeptide can be a
human IL-21 ;;olypcptide, ¢.g., a polypeptide that includes SEQ ID NO:2, or an
effectively human IL-21 polypeptide. For example, the polypeptfde is recombinantly
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produced, ¢.g., in a bacterial cell. In.one embodiment, the method includes
administering to the subject an interleukin-21 (IL-21) polypeptide in an amount
sufficient to increase IL-10 exp.ression or activity in the subject, e.g., at least 1.2, 1.5, 2,
2.5, 3,3.5, 5, or 10 fold increase, e.g., between a 1.2-2.5 fold increase or between a 2.5-
5 fold increase, a 5-10 fold increase, or a greater than 10 or 20 fold increase. The
method cari include other features described herein. , '

In another aspect, the invention features amethod of treating or preventing an
immunalogical disorder in a mammalian subject. The metliod includes evaluating an
IL-10 parameter in a mammalian subject; and administering; to the subject, an
interleukin-21 ([L-21) polypepude in an amount that ig dependent on résults of the
evaluated IL-10 pmmeta' For example the IL-10 panmeter mcludes qualitative or
quantltatwe information about levels of IL-10 protein or IL-10 mRNA. In another
example, the IL-10 parameter includes quantitative information about levels of IL-10
protein activity.

In one embodiment, the immunological disorder is a neurclogical disorder. For
example, the subj-éct is_human and the immunological disorder is multiple sclerosis or a
immunological disorder causes damage or alteration to myelin shealh.-;; The method
can include other features described herein.

In another, the invention features a method of evaluating treatment of multiple
sclerosis in A mammalian subject. The method ipcluties: administering, to the subject,
an sgonist of an interleukin-21 (IL-21¥1L-21 receptor (IL-21R) {c.g, an IL-21
polypepude, an ngomsuc anti-IL-21R antibody and an antlgen-bmdmg ﬁ'agmmt of an
‘agonistic anh—IL-ZIR anubody), and evaluaung an IL-10 pmete: in the subject In
one embodiment, the method further includes administering to the subject a seoond
doseoftheagomst,whmthesecond dose:sad:mmst,eredasaﬁmcl;onofﬂ_le
evaluated IL-10 paiameter. .

Inone e bodlmt, the subject is human, and the I1.-21 polypephde isa human

IL-21 polypeptide, cg,a polypeptide that includes SEQID. NO 2.

In one embodlmmt the second dose or any subsequent dose is tailored to
dehver an interlevkin-21 (IL-21) polypepude in an amount sufficient to mcruu IL-10

'w:pms:onoractwntymthesubject c.g.,at least 12,1.5,2,2.5,3,35,5, orlOfold
.mcreas_e, e.g., between a 1.2-2.5 fold increase or between a 2.5-5 fold increase, d 5-10 -
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fold increase, or a greater than 10 or 20 fold increase, e.g., relative to a baseline, e.g.,
prior to a first treatment. In a related method the first dose is so tailored. The method
can include other features described herein.

In another aspect, the invention provides, compositions, e.g., pharmaceutical
compositions, which include a phannaceutic:_llly acceptable carrier and at least one of
IL-21/IL-21R agonist as described herein (e.g., an IL-21 polypeptide or ﬁJsic-n! protein
described herein). In one embodiment, the compositions, e.g., pharmaceutical
compositions, comprise a combination of two or more one of the aforesaid
IL-21/IL-21R agonists. Combmatlons of the IL-21/IL-21R agonists and a drug, e.g., a
therapeutic agent (e.g., one or more cytokme and growth factor inhibitors,
immunosuppressants, anti-inflammatory agents, metabolic inhibitors, enzyme
inhibitors, and/or cytotoxic or.cytostatic agents, as described in more herein) are also
within the scope of the invention.

In one embodiment, the pharmaceutical composition includes an IL-21/IL-21R
agonist and at least one additional thérapeutic agent, in a pharmaceutically-acceptable
carrier. Examples of preferred additional therapeutic agents that can be co-formulated
in a composition, eg,a pha.rmaceutlcal composition, with one or more IL-ZIIIL-ZIR
agomsts, include, but are nof limited to, one or more of: interferon-p, for example,
IFNB-1a and IFNB-1p; a protein that simulates myelin I_Jasnc protein (e.g.,
COPAXONE®); corticosteroids; IL-1 'inh_ibitt:m; TNF antagonists.(e.g., a soluble
fragment of a TNF receptor, ¢.g., pS5 or p75 human TNF receptor or (_ieﬁvq;iy'es

. thereof, e.g., 75 kATNFR-IgG (75 kD TNF, receptor-IgG fusion protein, ENBRELT“)),

anubodms that bind to CD40 hgmd and CDB0; and antagonists of IL-12 and/or IL-23,
e.g., antagomsts ofa p40 subu.mt of IL-12 and 1L-23 (e g., inhibitory antﬂ)odles agamst.
the p40 subumt). methotrexate, leﬂunonude, and a sirolimus (rapamymn) or an analog

thereof, e. g CCI-779.
In another aspect, the mvuon features an a:t:cle of manufactme thait mcludes

(i) a container with one or imore umt doses of phannaceuhcal composmon compnsmg .
an IL-21 polypephde, and (ii) instructions for administering the unit doses toa subject '
that has, or is suspected of having, multiple sclerosis. For example, the instructions are
provided on a label. The label can be affixed to an external surface of the cohtainer. In
one embodiment, the article further includes a second container, eg., contalmng an

10
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additional unit dose of a pharmaceutical composition comprising an IL-21 polypeptide.
In one embodiment, the article further includes a second container that includes a
second pharmaceutical compositign comprising an agent for treating multiple sclerosis,
i.e., an agent'other than IL-21.- For example, the agent is glatiramer acetate or another
agent described herein. In another embodiment, the pharmaceutical composition that
includes an'IL-21 polypeptide, in the first container, further includes a second agent
agent for treating multiple sclerosis, e.g., 'glatiramer acetate. .

The terms “MU-1" and “IL-21R” are used interchangeably herin. The termis
“peptides,” “polypeptides,” and “proteins™ are used interchangeably herein. A protein
can include one or more chains. ' )

Statistical significance can be determined by any art known method Excmplary
statistlcal tests include: the Students T-test, Mann Wh:tney U non-parametric test, and
W'_ilcoxon non-parametric statistical test. Some statistically significant relationships
have a P value of less than 0.05 or 0.02.- Particular effects mediated by an IL-2 I/IL-21R
agonist mdy show a difference that is statistically significant (e.g., P irol_ue <0.05 or
0.0'2). The terms *induce”, “inhibit”, “potentiate”, “ele\'rate"-, “increase”, “decrease” or
the like, e.g., which denote distinguishable t]ualitati\ie or quantitative dlﬂ'mee.s
between two states, and may refer to a difference, e.g., a statistically significant
difference, between the two states

Unless otherwise defined, all technical and scientific terms used herein have the _
same meaning as commonly understood by one of ordlnuy shl_l;;the art-to wl:ueh thls '
invention belongs. Although methods and meterials snnular or equa.lent to those
‘described hereln can be used in the pncl:ee or tesnng of the mvenuon, eultable methods
and matenals are desenbed below. All publications, patent apphcahons, patents, and
other references mentloned herein are incorporated by reference in thelr entirety. In the
case of oonﬂlct the present spee:ﬁcanon, mcludmg definitions, controls In addition,

_ the materials, methods, and examples are illustrative only and not mtended to'be

30

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

11
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1A is a linear graph depicting the increased proliferation of lymph node
cells cultured in the presence of 20 ng/ml of murine IL-21 at various dilutions. For
example, at a 1:50 dilution, IL-21 caused increased proliferation of Ifmph node cells as
compared to cells stimula.led with peptide alone.

Figure 1B is a linear graph depicting the mcreased proliferation of T cells I‘rom
proteolipid protein (PLP) transgenic mice cultured at the indicated concentration of
murine IL-21 (ng/ml)-and 1 pg/ml of PLP compared to cells treated with only 1 pug/mi
of PLP. The graph shows that IL-21 induces proliferation of T cells from PLP -

transgenic mice.

Figure 2 is a bar graph depicting the increased secretion of IL-10 in the presence
of the indicated concentrations of mouse IIL-21 as compared to untreated cells. The
response was saturable and at the highest tested concentration of IL-21 (25 ng/ml), cells
produced approximately 2.5-fold more IL-10 than the c_:onu'l;l group. Production of
increased levels of IL-10 suggests that 11.-21 treatment can skew antigen-specific cells
towards a Th2 profile. '

Figure 3 is 2 bar graph showing a decrease in secretion 6F TFNy by spleen cells
and lymph node cells treated with the indicated ooncentmuons of miurine IL-21.

‘oompared to control cells. Add.lnon of IL-21 to MOG 33-55-mmulated spleen cells

ﬁom unmu.mzed mice resulls in'a. two-fold decmase of IFN'y whereas addition of
IL-21R causes a two_-fold increase.

Figure 4 depicts a reduction in clinical symptoms of discase i an EAE miodel
The figure shows that IL-21 suppresses [FNy and enhancés IL-10. Figure 4 is a lincar
graph showing thic decrease in EAE symptoms detected in IL-21-treated PLP spleen
cells compared to unlreated cultures with respect to.the days pos't in vivo transfer.

12
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Figure 5 depicts a reduction in clinical symptoms of disease in an EAE model.

It is a bar graph depicting a decrease in the severity of EAE in mice treated with either a *

low (100 ng/day) or high (1 ug /day) dose of murine IL-21 compared to control mice,

‘ DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
(MU-1) activity using agonists of IL-21 or IL-21 receptor (“lL-ZlR" or’ MU-l") are
disclosed. In one embodiment, Applicants have shown that treatment of rmce with an
IL-21/IL-21R agonist, e.g., murine [L-2] polypeptide, results in an amehorat:on of
symptoms in mouse models for experimental autoimmune meephn]omyelms (EAB)
The modulation of EAE symptoms was detected in mouse models ga‘ated using
myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) peptide (e.g., MOG 35-55) and proteolipid
protein (PLP). IL-21 induced proliferation of T cells in vitro. Lymphocytee eulhir_eti in
the presence of IL-21 produced increased amounts of IL-10 and decreased levels of
interferon-y. Accordingly, agonists of IL-21/IL-21R activity can be uced to treat or .
prevent immunological disorders of the nervous system (e.g., chronic _immunblogieal
disorders of the nervous system, including multiple sclerosis). |
In order that the present invention may be more readily understood, certain
terms are first defined. Additional definitions are set forth throughout the detailed -

description. ' : ' e

The terms “interlcukin-217, “IL-21" and “IL-21 polypeptide™ refer o a protein.

Methods and compositions for modulating interleukin-21 (IL-21)/1IL-21 receptor

3

(e.g., a mammuliau, e.g., murine or htunan p'rotein) which is eapabie of mteraetmg with. :

e.g, bmdmg to, IL-21R (e.g., a mammalian, c. g., murine or human protein) and hlvmg

one of Ihe followmg features (i) an amino acid’ sequenee of a mturally oecumng .
mammalian [L-21 ora fragment thereof, e.g., an amino acid sequence shown as SEQ ID
NO:2 (human) or SEQ ID NO:4 (murine) or a fragment thereof; (ii) an ammo acld
sequence substantially homologous 19, ¢.g., at least 85%, 90%, 95%, 98%, 99% _
homologous to, an ammo acid sequence shown as SEQ ID NO:2 (human) or SEQ D
NO:4 (murine) or a ﬁagment thereof; (lu) an amino acid sequenee which is eneoded by
a naturally occurring mammalian I1-2]1 nucleotide sequence or a ﬁ-agmmt thereof (e.g.,
SEQID NO:1 (human) or SEQ ID NO:3 (murine), or a ﬁ'agment thereof, e.g., a reglon

‘encoding a mature form) (iv) an ammo acid sequence encoded bya nucleoude

13
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sequence which is substantially homologous to, e.g., at least 85%, 90%, 95%, 98%,
99% .l_lomologous to, a nucleotide sequence shown as SEQ ID NO:1 (human) or SEQ
ID NO:3 {(murine), or a fragment thereof (e.g., a region encoding a mature form); (v) an
amino acid sequence encoded by a nucleotide seqoence degenerate to a .natural ly
occurring IL-21 nucleotide sequence or a fragment thereof, e.g., SEQ ID NO:1 (human)
or SEQ ID NO:3 (murine), or a fragment lh&eof (e.g., a région encoding a mature
form); or (vi) an amino acid sequence, of at least 115 amino acids that is encoded by a.
nucleotide sequence that hybridizes to the complement of one of the.foregoing
nucleotide sequences under stringent conditions, e.g., highly stringent conditions (for
example, the nucleotide sequence hybridizes in a region that encodes a mature IL-21
protein. IL-21 binding to IL-21R can lead to stat5 or stat3 signaling (Ozaki et al. (2000)
supra). IL-21 polypeptide can be processed from a nascent protein that includes a
signal sequence to 2 mature protein, from which the signal sequence has been removed. |

An “effectively human” IL-21 polypeptide is an IL-21 polypeptide that includes.
a sufficient number of human amino-ac_id positions such that the polypeptide does not
elicit an immunogenic response in a normal human and so that the 1I-21 polypeptide
interacts with 2 human IL-21R.

The terms “MU-1,” “MU-1 protein,” “interleuki:_:-Zl receptor” Oll' “IL-21R,”
referto a reoéptor (e.g., of mammalian, e.g., murine or human arigin) which is capable
of interacting with, e.g., binding to, IL-21 (e.g., of mammalian, e.g:, urine or human
IL-21) and havmg one of the following fesitures: (i) an’amirio acid soquenoe of a
naturally oocumng mammalian MU-1 polypeptide IL.-ZIRMU lora ﬁ'lgment thereof,
¢.£., &n amino acid sequence shown as SEQ D NO:6 (human) or SEQ ID NO:§
(murine) or a fragment thereof (cg. the matume mgfon): (ii) an amino-acid sequence
substantially homologous to, e.g., at least 85%, 90%, 95%, 98%. 99% homologous o,
anammoamdsoguaweshownasSEQ IDNO 6(human)orSEQlDNO S(munne)or

a fragmcnt thereo_f (e.g., the mature region); (iii) an amino acid sequenc_e which i is

_ encoded bya naturally occurring imammalian 1L-21R/MU-1 nucleotide sequence (Y-

SEQ ID NO:5 (human) of SEQ ID NO:7 (murine)) or a fragment thereof (e.g., the
mature region); (w) an amino acid sequence encoded by a nucleotide sequence which.is
substantlally homologous to, e.g., at lust 85%, 90%, 95%, 98%, 99% homologous to 2
nucleotide sequence shown as SEQ ID NO:5 (human) or SEQ ID NO:7 (murine) or a

14
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fragment thereof (e.g., the mature region); (v) an amino acid sequence encoded by a
nucleotide sequence degenerate to a naturally occurring IL-21R/MU-1 nucleotide
sequence or a fragment thereof, ¢.g,, SEQ ID NO:5 (human) or SEQ ID NO:7 {murine)
or a fragment thereof (e.g., the mature region); or (vi) an amino acid sequence, of at
least 450 amino acids that is encoded a nucleotide sequence that hybridizes to one of
the foregoing nucleotide sequence sequences under stringent conditions, e.g., highly
stringent conditions. The mature region of the human IL-21R listed in SEQ ID NO:6is
from about amino acids 20-538. . - '

An exemplary IL-21R/MU-1 cDNA was deposited with the American Type
Culture Collection on Mar. 10, 1998, as accession number ATCC 98687.

IL-21R is 2 class L.cytokine family receptor, also known as NILR (WO.
01/85792; Parrish-Novak et al. (2000) Nature 408:57-63; Ozaki et al. (2000) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 97:11439-11444), IL-21R is homologous to the sharéd § chain of
the IL-2 and IL-15 receptors, and IL-4 receptor o chain (Ozaki et al. (2000) supra).
Upon ligand binding, IL-21R/MU-TI is capable of interacting with a common ¥ cytokine
receptor chain (yc) (Asao ef al. (2001) J. Immunol. 167:1-5), and inducing the
phosphorylation of STAT1 and STAT3 (Asao et al. (2001) or STATS (Ozaki et al.
(2000). IL-21R shows widespread lymphoid tissue distribution.

Forms of IL-2] proteins of less than full length can be used in the methods and
composmons, described herein, pnmded that it retains the ability to bind to an IL-21R:
polypeptide, IL-21 proteiris of less than full length can be produced by expressinga
conespondmg ﬁ'ag'nent of the Jpolynucleotide encoding the full-lmgth IL-21 protem in
a host cell, or by expressing a polynucleot:de encodmg a rnodlﬁed protein (e.g., if one .
or more internal amino acids are removed). One form of IL-21 polypeptide that is less
than fuil length lsmattu'eLZI ¢.g., anIL-21 ofSEQ]DN02 Another form is a
polypeptide that is shorter than a fu]l—length, mature IL-2], e. g less than 131, 130, 129
128, or 125 amino acids, e.g., between 115 and 130 amino ac:ds in length. For
example, an I1-21 polypeptide derived from SEQ ID NO:2 ca_n be missing the final _
eight amino acids, or a subset Mﬂ e.g., the IL-21 polypeptide comprises amino
acids 1-122. The corresponding polynucleotide fragments can also be used in th.f: -

_methods and compositions of the present mventlon Modified polynucleoudes as
‘ descnbed above may. be made by standard molecular blology techniques, mcludmg
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construction of appropriate desired deletion mutants, site-directed mutagenesis methods
or by the polymerase chain reaction using appropriate oligonucleotide primers.

The phrase “a bi'ological activity of” a MU-1 or IL-21R polypeptide refers to
one or more of the biological activities of the corresponding mature MU—l.protein,
ipcluding, but not limited to, (1) interacting with, e.g, binding to, an IL-21 polypeptide
(e.g., a human IL-21 polypeptide); (2) associating with signal transduction molecules,
e.g., ¥c, jakl; (3) stimulating phosphorylation and/or activation of stat proteins, e.g.,
STATS and/or STATS3; and/or (4) modulating, e.g., sﬁx;lulatinﬁ or decreasing,
proliferation, differentiation, effector cell function, cytolytic activity, cytokine
secretion, a.n.dlor survival oi' immune cells, e.g.; T cells (CD8+, CD4+ T celis), NK
cells, B cells, macrophages and megakaryocytes).

As used herein, a “IL-2 1/IL-21R agonist” refers to an agent which potentiates,
induces or otherwise enhances one or biological activities of an IL-21R/MU-1
polypeptide, e.g., a biological activity as described herein. For example, the agonist
interacts with, e.g., binds to, an IL-21R/MU-1 polypeptide. In one embodiment, an
agonist interacts with IL-21R and another receptor chain, e.g., the y cytokine receptor
chain. For example, the agonist crosslinks IL-21R and y cytokiric receptor chain.

As used herein, a “therapeutically effective amount” of an I1.-21/IL-21R agonist
refers to an amount-of an agent which is effective, upon single or multiple dose
administration to a subject, €.g., & human patient, at curing, redunmg.the seventy of,
ameliorating one of more. symptoms ofa dlsorder, e.g., a disorder as described herein,

_,or in prolonging the survival of the subject beyond: that expected in the absence of such

treatment. .
" Asused herein, “a prophylactically effective amount" of an IL-21/IL-21R
agonist refers to an amount of an IL-21/IL-21R agonist \!_rhlch is effecnvgg upon single-
or multiple-dose administration to a subject, e.g., a human patient, in preventing or

delaymg the occurrence of the onset or recurrence of 2 d:sorda', e.g., a disorder as

described herein. : - . .
The term “induce”, “inhibit”, “potentiate”, “‘elevate”, “increase”, “decrease” or

" the like, e.g., which denoté quantitative differences between two states, refer to-at least

statistically significant differences between the two states.
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The term “in combination” in this context means that the agents are given
substantially contemporaneously, either simultaneously or sequentially. If given
sequ-entia]ly, at the onset of administration of the second compound,. the first of the two
compounds ie preferably still detectable at effective concentrations at the site of
treatment.

As used herein, a “fusion protein” refers to a protein containing two or more
operably associated, e.g., linked, moieties, ¢.g., protein moieties. Preferably, the
moieties are covalently associated. The moieties can be directly Mam; or-
connected via a spacer or linker.

Sequences similar or homologous (e.g., at least about 85% sequenee :denhty) to
the sequences disclosed herein are also part of this application. In some embodiment,
the sequence identity can be about 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% or higher. Alternatively, substantial i&entity exists when the nucleic acid segments
will hybridize under selective hybridization conditions (e.g., highly, stringent
hybridization conditions), to.the eomp'lement of ;he strand. The nuclei_c acids may be
present -in whole eells, m a cell lysate, or in a partially purified or suhstentiélly pure
form. ' |

Calculations of “homology” or “sequence identity” be;weee two sequences.(the
terms are used interchangeably herein) are performed as follows. The 's'equmees are,
aligned for optimal eompanson purposes (e.g., gaps can be introduced in one or both of
a first and a second amine acid or nucleic acid sequence for optlmal allgnment and non- .
hbmologous eequmces can be dxsregarded for comparison purposcs), In'a prefened

bodu'nt, the lgth of a reference sequenee ahgned for eompanson purposes ls at
least 30%, preferably at least 40%, more preferably at least 50% .cven more preferably
at least 60%, and even more prefembly at least 70%, 80%, 90%,.100% of the lmgth of
the refemnee sequence 'I'he amino acid reuduee or nucleotides at eon'eepondmg aming
acid posmons or nucleonde posmons are then compared. When a position in the first .
sequence is oecup:ed by the same amino acid residue or nucleotide as the eorreepondmg
position in the second sequenee, then the molecules are :denneal at that-position (as

used hetem amino acid or nucleic acid “ulenmy" is equivalent to amino acid or Ducleic

acld "homology") The pereent 1denuty between the two eequencee is a funcuon ofthe .

number of identical positions shared by the sequences, taking into aeeount the numbu'
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of gaps, and the length of each gap, which need to be introduced for optimal alignment
of the two sequences.
The comparison of sequences and determination of percent identity between two
sequences can be accomplished using a mathemaﬁc':nl ‘algorithm. The comparison uses
the GAP program from the GCG software package (www.gcg.com) and parameters that
include a Blossum 62 scoring matrix with a gap penalty of 12, a gap extend penaltyof -
4, andaﬁameshmﬁgappenaltyofs '
As used herein, the term “hybridizes urider stringent conditions” describes

_ conditions for hybridization and washing. Stringent conditions are known to those

skilled in the art and can be found in Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Aqueous and nonaqueous methods are-
described in that reference and either can be used. A preferred, example of stringent
hybridization conditions are hybridization in ‘6X sodium chloride/sodium citrate (SSC)
at about 45°C, followed by one or more washes in 0.2X SSC, 0.1% SDS at 50°C.
Another example of stringent hybridization condmons are hybndnzauon in 6X SSC at
about 45°C, followed by 6ne or more washes in 0.2X SSC, 0.1% SDS at 55°C. A
further example of stringent hybridization coriditions are hybridization'in 6X SSC at
about 45°C, followed by one or more washes in 0.2X SSC, 0.1% SDS at 60°C.
Prefersbly, stringent hybridization conditions are hybridization in 6X SSC at about
45°C, followed by one or more washes i in 02X SSC, 0.1% SDS.at.65°C. Particularly
preferred highly stringent condmons (and the oondmom that should be used if the

 practitioner is unwrtmn about wlm condmons should be apphed to determine ifa
. molecule is within a hybnd:zahon hmmhon) are 0.5M sodmm phosphnte, 7%SDS at

65°C, followed by one or more washes at 0.2X SSC, 1% SDS at 65°C. _
1L-21/IL-21R agomsts may have additional oonsemnnve or n-esseunal ammo
acxd substltuuons, whlch do not. have a siibstential effect on their ﬁmcuons. A

' conservntwe amino acid subshmhon monemwhmhtheammo acid residue’is
. rq:lacedw:thanammoamdremduehmgammﬂarmdechm Famlllsofammo

acid I'BSldl]es having sumlar side chains have been defined in the art. These famxhes

" include amino acids with basic side chains (e-g., lysine, arginine, hlshdlne), acidic side
_chains(e.g., aspnuc acid, glutamic acid), imcharged polar side chains (c.g, glycine,

ispméine, glutamine, sering, threonine, tyi:r__)s_ine, cysteine), nonpolsr side chains (c.g.,
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alanine, valine, leucine, isoleucine, proline, phenylalanine, methionine, tryptophan),
beta-branched side chains {e.g., threonine, valine, isoleucine) and aromatic side chains
(e.g., tyrosine, phenylalanine, tryptophan, histidine). '

IL-21/TL-21R Agonists
The IL-21/IL-21R agonists used in the methods and compositions can be an

IL-21 polypeptide, e.g., a human or murine IL-21 polypeptide, or.an active fragment
thereof (e.g., a human IL-21 polypeptide comprising- the amino acid sequence shown as
SEQ ID NO:2, or an amino acid sequence including a region encoded by a nucleotide
sequence shown as SEQ ID NO:1; or a sequence at lg_a.st 85%, 90%, 95_%,’9.8% or more
identical thereto)(e.g., the region of SEQ ID NO:1 that encodes a m.aiure IL-21
polypeptide. In another elnbc;dill;lent, the IL-21/IL-21R agonist is a murine [L-21
polypeptide.or an active fragment thereof (e.g., a murine IL-21 polypept.ide' oomprising
the amino acid sequence shown as SEQ ID NO: 4 or encoded by a nucleoude sequence
shown as SEQ ID NO:3, or a sequence at least 85% 90%, 95%, 98% or more identical
thereto), or an IL-21 polypeptide from another mammal, c.g., a non-human‘ primate, a
bovine, and so forth. - -

Amino acid sequences of IL-21 polypeptides are publicly kl-aou_m._ For example, -
the nucleotide sequence and amino acid sequence of a human IL-21 is a-vailable at
GENBANK® Acc. No. X_011082.' An exemplary disclosed human IL-21 nucleotide -

sequence is presented below:

-1 getgaaghga aaacgagacc aaggtctagc tctactgttg gtacttatga’ _g'atccagl:cc
61 tggcaacatg gagaggattg tcatctgtct gatggtcatc ttcttgggga-cactggtcca
121. caaatcaagc -tcccaaggtc aagatcgcca catgattaga atgcgtcaac ttatagatat
181 tgttgatcag .ctgaaaaatt atgtgaatga cttggtccet gaatttctgo cagetccaga
241 agatgtagag acaaactgtg agtggtcagc tttttccetgce tttcagaagg cccaactaaa . -
301 gtcagcanat acaggaaaca atgaaaggat aatcaatgta tcaattamaa agctgaagag
361 gaaaccacct tccacaaatg cagggagaag acagaaacac agactaacat gcccttcatg
421 tgattcttat gagaaaaaac cacccaaaga attcctagaa agattcaaat cacttctcca
481 aaagatgatt catcggcate tgtectctag aacacacgga agl:gaagntt cctgaggatc
541 taacttgcag ttggacacta“ tgr.tacatac tctaatatag tagtgaaagt catttetttg
601 tattccaagt ggaggag (SEQ i’ no 1) T .

Additional nucleotide sequence information is avmlable, eg.; from AF254069
[£i:11093535] which provides a.642 bp mRNA sequence encodmg an exanplaly lL-ZI
polypepude In some embodiments, it is sufficient to use the region of nucleotide

sequence that encodes mature IL-21,eg., w1thout a region emodmg a lgnal sequence
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»
The amino acid sequence of an exemplary mature human IL-21 polypeptide is presented

below:

QDRHMIRMRQLIDIVDQLKNYVNDLVPEFLPAPEDVETNCEWSAFSCFQKAQLKSANT
GNNERI INVSIKKLKRKPPSTNAGRRQKHRLTCPSCDSYEKKPPKEFLERFKSLLQKM
THOHLSSRTHGSEDS (SEQ ID NO:2)

The mature sequence is based on Parrish-Novak et al. (2000) Nature 408:57-63.
The full length sequence is;

MRSSPGNMERIVICLMVIFLGTLVHKSSSQGQDRHMIRMRQLIDIVDQLKNYVNDLVP
EFLPAPEDVETNCEWSAFSCFPQKAQLKSANTGNNERI INVSIKKLKRKPPSTNAGRRQ
KHRLTCPSCDSYEKKPPKEFLERFKSLLQKMIHQHLSSRTHGSEDS (SEQ ID

NO:10)

Additional entries providing amino acid sequences for hurnan IL-21
polypeptides are as follows: gi|11141875|ref[NP_068575.1] interleukin 21 [Homo
sapiens); gi|l1093536]gb]AAG29348.1| interleukin 21 [Homo sapiens);
Bij42542586|gb]AAH66259.1] Interleukin 21 [ Homo sapiens];
gil42542588|gb]AAH66260.1 lnter!eukin 21 [Homo sapiens];
gil2542657|gblAAH66261.1| Interleukin 21 (Homo sapiens]; ~~ ~
giM2542659]gblAAH66258.1| Interleukin 21 [Homo sapiens); and

£iM2542807|gb|AAH66262.1] Interleukin 21 [Homo sapiens). The human IL-21

polypeptide can be a variant of a i)olypq:m'de descibed herein, provided thiat it retams
functionality. I

. IL-21 polypeptides can be encodéd by nicleic acids that hybridize to the
nucleotide sequerice st forth in SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:S, or SEQ

'ID NO:7, or the complemt'thereof, under a condition hgccﬁbeﬁ herein, e.g., highly

stringent conditions (for example, 0.1X SSC at 65°C). Isolated polynucleotides which
encode IL-21/IL-21R proteins or fusion proteins, but which differ from the nucleotide -
sequence set forth in SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, or SEQ ID NO:7, by
virtue of the degeneracy of the genetic code can be used. Variations in the nﬁcleotide
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sequence as set forth in SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, or SEQ ID NO:7,
which are caused by point mutations or by mduced modifications can also be used.

In yet other embodiments, the J1.-2 I/lL-ZlR agonistis a ﬁlSlOl'l protein’
comprising an IL-21 polypeptide, e.g., buman or murine IL-21 polypeptide, or a
fragment thereof and, e.g., fused to, a second moiety, e.g., a polypepude (e.g, a GST,
Lex-A, MBP polypeptide sequence or an immunoglobulin chum, including, ¢.g., an Fc h
fragment, a heavy chain constant regions of the various lsotypes, mcludmg IgGl IgG2,
IgG3, 1G4, IgM; 1gAl, IgA2, IgD, and IgE). :

The fusion proteins may additionally include a linker sequence joining the IL-21
or [L-21R fragment to the second moiety. For example, the fusion profein can inclyde a
peptide linker, e.g., a peptide linker of about 4 to 20, more pn.flferabl-y',.s to 10, amino
acids in length; the peptide linker is 8 amino acids in length. Each of the amino acids in
the peptide linker is selected from the gmuiw consisting of Gly; Ser, Asn, Thr and Ala;
the peptide linker includes a Gly-Ser element. In other embodiments, the.'fusiop protein
includes a peptide linker and the peptide linker includes a sequence having the formula
(Ser-Gly-Gly-Gly-Gly, SEQID NO:11), wherein y is, ¢.g, 1,2, 3,4, 5, 6, 7 or8.

In other embodiments, additional amino acid sequmces can be added to the N-
or C-terminus of the fusion protein to facilitate expression, dqtecuon and/or isolation or
purification. For example, -IL-21 fusion protein rilay be linked to oxie 01: more additional
moietics, ¢.g,, GST, His6 tag, FLAG tag. For example, the fusion on protein may
additionally be linked to a'GST fusion protein in which the fusion protem sequences arc
fused to the C-terminus of the GST (Le., glutathione S-transferase) aequences Such
funon protems can famlmte the punﬁcanon of ﬂ:e fugion protan. .

In another embodun-t, the fusion protein is includes a heterologous mgnal
sequence (i.e., a polypeptide sequence that is not present in a polypeptide encoded by a
IL-21 nucleic ac:d) at its N-ternmms For example, the native signal sequence can be

. .removedandrcplacedw:thamgnalsequmceﬁ'omanoﬂmrpmtﬂn. In certain host cells

30

(e.g., mammalian host cells), expression and/or secretion of II_..:21/_IL—21R agonist qan
be increased through use of a hetesblogous signal sequence. IL-21R proteins and
fragments thereof can also be produced using similar methods, e.g., to ptOVlde an
lmmunogen to obtain agonmng anl:lbodms that mtmlct with IL-2IR.
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A chimeric or fusion protein can be produced by standard recombinant DiQA
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 termint; filling-in of cohesive ends as appropriate,
a]!taline phosphatase treatment to avoid unde.sirable joining, and enzymatic 'ligntion. In
another embodiment, the fusion gene can be synthesized by conventional techniques
inchuding automated DNA synthesizers. Altematively, PCR amplification of gene
fragments can be carried out using anchor prim_er's that give rise {0 complementary
overhangs between two consecutive gene fragments that'can subsequently be annealed
and rqmnﬁliﬁed to generate a chimeric gene sequence (see, for example, Ausubel et al.
(eds.) CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, 1992).
Moreover, many expression vectors are commercially available that encode a fusion
moiety (.g., an Fc region of an immunoglobulin heavy chain). An IL-21/IL-21R
agonist m@hg nu;':leic acid can becloned into such an expression vector such that the
fusion moiety is linked in-frame to the immunoglobulin protein.

In so.me embodiments, the fusion polypeptides can exist as oligomiers, such as
dimers (e. 8-» homo- or hetero-dimers) or trimers. The first polypeptide, and/or nucleic
acnds encodmg the t' 1st polypeptide, can be constructed using methods known in the art.

In some embodiments, the first polypepude includes full-length IL-21/IL-21R
agonist polypepude (c.g, IL-21 itsclf). Altemnatively, the first p-o-l-y;;tlde compnscs
less than full- length, IL-21/IL-21R polypeptlde A signal peptide that can be included

'mtheﬁ:qonpmte:nnsmu.l.lumsrl.ID(saquo :9). If desired, one or _

more amino acids can additionally be lnserted hetwecn the first polypeptide moiety
comprising the IL-21/IL-21R agonist moiéty and the second polypeptlde moiety.
" The second polypeptide is preferably soluble. In some embodiments, the second

- p‘olypepﬁde enhances the half-life, (e.g., the serum half:life) of the linked polypeptide.
. In some embodiments, the second polypepnde includes.a sequence that fac:htates

associahon of the fusion polypeptide witha second IL-ZML—ZIR agomst polypeptlde.
In prefm'ed embodiments, the second polypeptide includes at Jeast a region of an
immunoglobulin polypeptide. Immunoglobulin fusion polypeptide are known in the art
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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

) immunoglobll:lin polypeptide. Alternatively, the second polypeptide comprises less

than full-length immunoglobulin polypeptide, e.g., a heavy chain, light chain, Fab,
Faby, Fv, or Fc. The second polypeptide can include the heavy chmn of an
immunoglobulin polypeptide. The second polypeptide can inc_lut._le the Fc region of an
immunoglobulin-polypeptide. .

In some embodiments, the second polypeptide has less effector function that the
effector function of an Fc region of a wild-type immunoglobulin heavy chain. Fc
effector function includes for example, Fc receptor I_:i;lding, complement fixation and T
cell depleting activity (see for example, US Patent No. 6,1 36,310). Methods for
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
receplor. In an alternative embodiment, the second polypeptide has low or.no affinity
for complement pi'otein Cla. -

The isolated IL-21/IL-21R agonist polynucleotides described herein may be
operably linked to an expression control sequence such.as the pM'I‘Z or pED expression
vectors disclosed in Kaufman et al., Nucleic Acids Res. 19, 4485-4490 kl 991), in order
to produce the proteiﬁ recombinantly. Many suitable .expfession control sequences are
known in the art. General methods of expressing: reeombinanf M are also known
and are exemplified in R. Kaufinan, Methods in Enzymology 185, 537—566 (1990). As
defined herem operably linked” means enzymahcally or ch.mucally llgated to forth a

covalent bond betw ‘a particular polynucleoude encodmg a protein of interest and the -

expression control sequence, in such a way that the protein of interest (e.g., IL-21 or
another IL-21/IL-21R agonist) is expressed by a host cell which has been transformed

_ (transfected) with the ligated polymucléotide/expression control sequence.

- Theterm “vector" as used herein, is intended torefertoa nuclelc acid molecule
capable of lnnspoﬂ:lng, or sustainig maintenance or repllcanon of another mucleic
acid to which it has been linked. . One type of vector is a “plasmid”, which refers to a,
circular double stranded DNA loop into which additional DNA scgments may be

. _lligated: Another type of vector is a viral vector, wherein additional DNA segmenis may

23
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be ligated into the viral genome. Certain vectors are capable of autonomous replication
in a host cell into which they are introduced (e.g., bacterial vectors having a bacterial
origin of replication and episomal mammalian vectors). Other vectors (e.g., non-
episomal mammalian vectors) can be integrated into the genome of a host cell upon
introduction into the host cell, and thereby are replicated along with the host genome.
Moreover, certain vectors are capable of dire;:til-:g the expression of genes to which they
are operatively linked. Such vectors are referred to herein as “recombinant expression . '
vectors” (or simply, “expréssion vectors”). In general, éxpmssion vectors of utility in
recombinant DNA techniques are often in the form of plasmids. In the présent
specification, “plasmid” and “vector” may be used interchangeably as the plasmid.is the
most commonly used form of vector. However, the invention is intended to include
such other forms of expression vectors, such as viral vectors (e.g., replication det_‘ective
retroviruses, adenoviruses and adeno-associated viruses), which serve equivalent
functions.

The term “regulatory sequence” is intended to includes proinoters, enhancers-
and other expression control elements (e.g., polyadenylation signals) that control the
transcription or translation of the antibody chain genes. Such regulatory sequdnces are
described, for example, in Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). It will be appreciated by
those skilled in the art that the design of the expression vector; l_n_t_;!_u_d__mg the selection
of regulatory sequences miay depend on suth factors as the choice of the host cell to be
transformed, the level of expression of prot,eji: desired; etc.. Preferred reg'ul-gtory
sequences for mammatian host cell expression includé viral clements that direct high :
levels of protein exprmon in mammalian ce-.lls;, such as promoters and/or enhancers
derived from FF-1a promoter and BGH poly A, cytomegalovirus (CMV) (such as the
CMV promoter/enhancer), Simian Virus 40 (SV40) (such as the SV40

. promoter/enhancer), adenovirus, (e.g., the adenovirus major late promoter (AdMLP))

and polyoma. For further description of viral regulatory elements, and sequences
thereof, see e.g., U.S. Patent No. 5,168,062 by Stinski, U.S. Patent No. 4,510,245 by
Bell ef al. and U.S. Patent No. 4,968,615 by Schaffer et al.

_ The recombinant expression vectors may'cl_ury additional sequences, such as
sequences that reéulate replication of the vector in host cells (e.g., origins of -
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replication) and selectable marker genes. The selectable marker gene facilitates
selection of host cells into which the vector has been introduced (st;e ¢€.g., U.S. Patents
Nos. 4,399,216, 4,634,665 and 5,179,017, all by Axel et al.). For example, typically
the selectable. marker gene confers resistance to drugs, such as G418, hy'_gromycin or
methotrexate, on a host cell into which the vector has been introduced. Preferred
selectable marker genes include the dihydrofolate reductase (DHFR) gene (for tise in
dhfr host cells with methotrexate selection/amplification) and the ueo:gme (for G418
selection). - '

A number of types of cells may act as suitable host cells for expression of the
IL-21/IL-21R agonist protein or fusion protein thereof. Any cell type dq')éb'le of
expressing functional IL-21/IL-21R protein may be used. Suitable ;nammalian host
Gells include, for example, monkey COS cells, Chinese Hamster Ovary (CHO) cells,

human kidney 293 cells, human epidermal A431 cells, human Colo205 cells, 3T3 cells,

CV-1 cells, other transformed primate cell lines, normal diploid cells; oel] strains
derived from in vitro culture of primary tissue, prilnary explants, Hela cells, mouse L
cells, B.HK, HL-60, U937, HaK, Rat2, BaF3, 32D, FDC.P-I, PC12, M1x or C2C12
cells. '

The IL-21/IL-21R agonist protein or fusion protein thereof may also be
produced by opembly linking a polynucleotide encoding such a proteiz'l-to suitable
contro] sequences in one or more insect expression vectors, and emy ___Loymg an insect
cxpmssmn system. Materials and methods for baculovuuslmsect cell expresslon
sysu:m: gre connnercmlly available in kit form from, e. - Invmogen, San Dlego. Cahf

USA..(theMAXBAC@k:t),andsuchmethodsarewellknownmtheart,asdesmbed

in Summers and-Smith, Texas Agricultural Experiment Stauon Bulle'hn No. 1555
(1987), incorporated hérein by reference. Soluble forms of the MU-1 protem may also
be produced in ifiséct cells using appropriate isolated polynucleotides as describied

Altematively, the lL-ZlIIL-ZIR agonist protein or ﬁmon pmtem thereof mybe
produced in lowér eukmyo!es such as yeast or in prokaryotes such as bacteria. " Suitable
yeast strains include Sacchammyces cerevisiae, Sch:zosacchamm_wes pombe,

thrvemmyces strains, Candzda, or any yeast strain capable of expmsmg heterologous e

. proteins. Suitable bacterial strains include quhmchla coli; Bacillus subtilis,
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Salmonella typhimurium, or any bacteria)] strain capable of expressing heterologous
proteins.

In one embodimf.'::-:t, IL~21 is produced in a bacterial without a signal sequence
(e.g., without either a prokaryotic or eukaryotic signal sequence). Expression in
bacteria may result in formation of inclusion bodies incorporating the recombinant
protein. Thus; refolding of the recombinant protein may be required in order to produce *
active or more active material. Several methods for obtaining correctly folded
heterologous proteins from bacterial inclusion bodies are kriown in the art. These
methods generally involve solubilizing the protein from the inclusion bodies, then
denatuiing the protein completely using.a chaot..mpic agént.

When cysteine residues are present in the primary amino acid sequence of the
protein, the protein can be refolded in an environment which facilitates correct
formation of disulfide bonds (e.g., a redox system). General methods of refolding are
disclosed in Kohno, Meth.-Enzym., 185:187-195 (1990). EP 0433225 and U.S.
5,399,677. Asano et al. (2002) FEBS Leu. 528(1-3):70-6 describes an exemplary
method for refolding IL-2! produced in bactetial cells. For example, rlL-21
(recombinant IL-21) is expressed as insoluble inclusion bodies in E: coli, then
solubilized (e.g., using a denaturant) and refolded by using a modified dlalyms method
in which redox reagents are introduced.

The IL-21/IL-21R agonist protein or fiision protein tha'e_o_l'_gliy also.be
expressed as a product of transgenic ammxls, ¢.g., as a component of the mllk of
transgemc cows, goats, p:gs, or sheep wh:ch are chmctenzed by somatic or germ cells

' conmmng a polynucleoude sequence emodmg the IL-2 lIlL-ZlR agonist protein or

fusion protein thereof. .
The IL-21/IL-21R agonist pmtem or fusion protein thereof may be prepared by
growing a ‘culture transformed host cells under culture cond_xtlons ngceuary to express

. the desired protein. The resulting exjiressed protein may then be purified from the

culture mediam or cell extracts. Soluble forms of the II.r2lIlL—21R agonist prolem or
fus:on protein thereof can be purified from condmoned med:a. Membrane-bound t'orms
of MU- -1 protein can be purified by preparing a total mbnne fraction from the
expressing cell and extracting the membranes with a non-ionic detergent such as Triton’
X-100.
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’
The IL-21/IL-21R agonist protein or fusion protein can be purified using
methods known to those skilled in the art. For example, the IL-21/IL-21R agonist
protein can be concentrated using a commercially available ;Jmtein concentration filter,
for example, an AMICON® or MILLIPORE® PELLICON™ ultrafiltration unit.
Following the concentration step, the concentrate can be applied to a purification matrix
such as a gel filtration medium. Altematively, an anion exchange resin can be |
employed, for example, a matrix or substrate having pendant dwthylanunoeﬂtyl _

(DEAE) or polyetheyleneimine (PEI) groups. The matrices can be ac:ylan;idc,--agaipsq
dextran, cellulose or other types commonly employed in protein purification.
Alternatively, a cation exchange step can be emplb}e_d.' Suitable catiori exchangers
include various insoluble matrices comprising sulfo_pr.opyl or i.:a!bo:.tmethyl groups.
Sulfopropyl groups are preferred (¢.g., S-Sepharose ® columns). The purification of the
MU-1 protein or fusion protein from culture supematant may also include 6ne or more
column steps over such affinity resins as concanavalin A-agarose, heparin-
TOYOPEARL® or Cibacrom blue 3GA SEPHAROSE®); or by hydrophobic interaction
chromatography using such resins as pheny] ether, butyl ether, or propyl ether, or by
immunoaffinity chromatoérgphy. Finally, one or more reverse-phase ﬁigh perforhance
liquid chromatography (RP-HPLC) steps employing hydrophobic RP-HPLC media, -
e.g., silica gel having pendant -meth)_rl or other aliphatic groups, can be'&nployed to
further purify the lL-éllIL—Z IR agonist protein. Affinity ¢columns including antibodies
to the IL-21/IL-21R agonist protein can also be used in punﬁcanon in accordance with
known methods. Some or all of the foregoing punﬂcauon steps, in various
combinations orwnh other known methods, can also bacmploygd to prov:de a
substantially punﬁed isolated recombinant protein. meu‘ably, the isolated

- IL~21/IL-21R agonist protein is punﬁed so that it is substanually frec of other

mammalian proteins or, if produoed in bactuna, substantiaily free of othu' bactma]
proteins, e.g., endotoxins. . ,

In other embodiments, the IL-21/IL-21R agonists are antlbodles, or anhgen-
binding fmgmems theteof that bind to, e.g., [L-21R, p:et‘erably, mammalun (e.g.,
human or murine) JL-21 or 11.-21R, and activate an ]]..-21R activity.

As used herein, the term “anubody" refersto a protein compnsmg at lmst one,

. and preferably two, heavy (H) c]'mn variable regions (abb;ewated herein as VH), and at
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least one and preferably two light (L) chain variable regions (abbreviated herein as VL).
The VH and VL regions can be further subdivided into regions of hypervariability,
termed “complementarity determining regions” (“CDR”), interspersed with regions that
are more conserved, termed “framework regions” (FR). The extent of the framework
region and CDR's has been preciscly defined (see, Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences
of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition. U.S. Departrient of Health and
Human Services, NTH Publication No. 91-3242, and Chothia, C. et al. (1987) J. Mol.
Biol. 196:901-917, which are incorporated herein by reference). Each VH and VL is
composed of three CDR's and four FRs, arranged from amino-terminus to carboxy-
terminus in the following order: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FRA4.

The antibody can further inéludé a heavy and light chain constant region, to
thereby form a heavy and light immunoglobulin chain, respectively. In one
embodiment, the antibody is a tetramer of two heavy immunoglobulin chains and two
light immunoglobulin chains, wherein the heavy and light immunoglobulin chains are
inter-connected by, e.g., disulfide bonds. The heavy chain constant region is comprised
of three domains, CH1, CHZ and CH3. .The light chain constant region is comprised of
one domain,.CL. The variable region of the heavy and light chains contains a binding
domain that interacts with an antigen. The constant regions of the antibodies typically
mediate the binding of the antibody to host tissues or factors, including various cells of
the i immune system (e.g., effector cells) and the ﬁmt compont.(Clq).of the clusmal

complement system. - ‘
As used-herein, the term 'nnmunoglobulm" refers to a protein conmshng of one

o more polypeptides substantially encoded by immunoglobulis gents. The recognized-

25
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humari 1mmunoglobulm genes include thie kappa, lambda, alpha (IgAl and IgAZ),
gamma (IgGl, Ing 1gG3, IgG4), delts, epsilon and mu eonstant region genes, as well
as the mymd unmunoglobuhn variable region genes. Full-le:ngth unmumglobuhn
“light chains” (about 25 Kd or 214 ammo acids) are encoded by & variable region gene
at the NH2-terminus (about 110 ainino acids) and a kappa or lambda constant reglon
gene at the COOH--terminus. Full-length lmmunoglobuhn “heavy chains” (about 50

-Kd or 446 amino acids), are similarly encoded by a variable region gene (about 116 -

amino acids) and one of the other aforementioned constant region genes, e.g., gamma
(encoding about 330 amino acids).
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As used herein, “isotype” refers to the antibody class (e.g., IgM or IgGl) that is
encoded by heavy chain constant region genes. .

The term “antigen-binding fragment” of an antibody (or simiply “antibody
portion,” or “fragment™), as used herein, refers to one or more fragments of a full-length
antibody that retain the ability to specifically bind to an antigén (e.g., IL-21R).
Examples of binding fragments encompassed within the term “antigen-binding
fragment” of an antibody include (i) a Fab fragment, a moriovalent fragment consisting
of the VL, VH, GL and CH1 domains; (i) a F(ab)y ﬁ'agmt. a bivalent fragment
comprising two Fab fragments linked by a disulfide bridge at the hinge region; (jii) a Fd
fragment consisting of the VH and CH1 domiains; (iv) aFy fragment consisting of the
VL and VH domams of a single arm of an antibody, (v) a dAb fragment (Ward ez al.,
(1989) Naiure 341:544-546), which consists of a VH domain; and (v1) an isolated
complementarity determining region (CDR). F urthennore, although the two domains-
of the Fv fragment, VL and VH, are coded for by separate émes. they can be joined,
using recombinant methods, by a synthetic linker that enables them to be made as a
single protein chain in which the VL and VH regions pair to form maonovalent
molecules (known as single chain Fv (scFv); see eg., Bird ef al. (1988) Science
242:423-426; and Huston et al. (1988) Proe. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883).
Such single chain antibodies are also intended to be encompmed w1thm the term

“antigen-binding l‘ngment" of an antibody.’ These antlbody ﬁagments are obtained
using conventional techmques known to those with ahll in the art, and the fragments
are screened for utility in the same manner as are ;ntact anp'bod:es. An‘_'effer.uvely
human™ immunogloﬁulin variable region is ari immunoglobulin variable region that
includes a s-ufﬁcien_t number of human-ﬁ'amewor'k_aminp'at':id'posiﬁom such that T.he
immunoglobulin variable region does not elicit an immunogenic.response in a normal
human. An “effectively humai” antibody is an antibody that includes a sufficient

- number of human amino acid positions such that the antibody.does not licit sn

30

immunogenic response in a normal human. Human and eﬂ'edﬁvely human
lmmunogloblﬂm variable regwns and anubodnes can beused. .
IL-21 or lLr21R protems may be used to lmmumze ammals (e.g., non-human

_ animals and non-human animals mcl_ude human :mnnmoglobu!m genes) to obtain
. polyclonal and monoclonal antibodies which specificaly feact with the IL-21/1L-21R
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agonist protein and which may activate an IL-21R. Such antibodies may be obtained
using the entire IL-21/IL-21R agonist protein as an immunogen, or by usmg fragments
of IL-21/IL-21R. The peptide immunogens additionally may contain a cysteine residue
at the carboxyl terminus, and are conjugated to a hapten such as keyhole limpet _
hemocyanin (KLH). Additional peptide inmunogens may be generated by replacing
tyrosine residues withi sulfated tyrosine residl:les. Methods for synthesizing such
peptides are known in the art, for example, as in R. P. Merrifield, J.Amer.Chem.Soc.

85, 2149-2154 (1963); J. L. Krstenansky, et al., FEBS Lett. 211, 10 (1987).

Human monoclonal antibodies (mAbs) directed against IL-21 or IL-21R can be
generated using transgenic mice carrying the homan immunoglobulin genes rather than
the mouse system Splenocytes from these transgenic mice immunized with the antigen
of interest are used to produce hybridomas that secrete human mAbs with specific
affinities for epitopes from a human protein (see, e.g., WO 91/00906, WO 91/10741;
WO 92/03918; WO 92/03917; Lonberg, N. et al. 1994 Nature 368:856-859; Green,
L.L. et al. 1994 Nature Genet. 7:13-21; Morrison, S.L. et al. 1994 Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 81:6851-6855; Bruggeman et al. 1993 Year Immunol 7:33-40; Tuaillon et al.

1993 PNAS 90:3720-3724; Bruggeman et al. 1991 Eur.J Immunol 21:1323-1326).

Monoclonal antibodies can also be generated by other methods known to those
skllled in the art of reeombmant DNA technology. An alternative method, referred to
as the “combinatorial antibody dlsplay' method, has been developed to ldtlfy and
isolate antibody fragments having a parhcular antigen speclﬁclt;::n:i“can be utlhzed to
produce monocloml antibodies (for dest:nptlons of eombmatonal antlbody dlsplay see
e.g., Sastry ct al. 1989 PNAS 86:5728; Huse etal 1989 Science 246:1275; and erln.dl
et al. 1989 PNAS 86:3833). Afier immunizing an animal with an immunogenas
described above, the antibody repertoire of the resultin'g B-cell pool is cloned. Metliods
are generally known for obtaining the DNA sequence of the variable reglons of a

: dnreme population of immunoglobulin molecules by usmg a mixture of ohgomer

) pnmers and PCR. For instance, mixed ollgonucleoude pnmers eon'espond.mg to the 5

30

leader (signal peptide) sequences and/or framework 1 (FRl) sequences. as well as

- primer to a conserved 3'.constant region primer can be used for PCR mphﬁcatmn of-

the heavy and hght chain variable regions from a number of murine antibodies (Lamck
et al , 1991, Biotechniques 11:152-156). A similar su'alegy can also been used to
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amplify human heavy and light chain variable regions from human antibodies (Larrick
et al., 1991, Methods: Companion to Methods in Enzymology 2:106-110).

Chimeric antibodies, including chimeric immunogiobulin chains, can be
produced by recombinant DNA techniques known in the art. For example, a gene
encoding the Fc constant region of a murine (or other species) monoclonal antibody.
molecule is.digested with restriction enzymes to remove the région enicoding the murine
Fc, and the equivalent portion of a gene tmco;ling a human Fc cons!antmgfon is
substituted (see Robinson et al., International Patent Publication PCT, (USSGI02269;
Akin, et al., European Patent Application 184,187; Taniguchi, M., Eumpean Patent.
Application 171,496; Morrison et al. Eumpean Patent Apphcatlon 173 494 Neuba-ger
et al., International Apphcatlon wo 86/01533 Cabilly et al. U.S. Patent No. 4 ,816,567;
Cabilly et al., European Patent Application 125,023; Better et al. (1988 Science
240:1041-1043); Liu et al. (1987) PNAS 84:3439-3443; Liu et al., 1987, J. Immunol
139:3521-3526; Sun et al. (1987) PNAS 84:214-218; Nishimura et al., 1987, Cam:. Res.
47:999-1005; Wood et al. (1985) Nature 314:446-449; and Shaw et al., 1988, J. Nat!
Cancer Inst. 80:1553- 1559).

An antibody or an umnunoglobulm chain can be humamud by methods known
in the art. Humanized antibodies, including humanized lmmunoglobu_h_l_l chains, can be
generated by replacing sequences of the Fv variable region which are not directly
involved in antigen binding with equiiralt sequences from human Ev. variable regions.
General methods for gmerahng humanized antibodies are provided by Morrison, S. L.,
1985, Science 229:1202-1207, by Oi et al., 1986, BlaT ecllmque.l 4:214, and by Queen
et al. US 5,585 089 US 5,693,761 and US 5,693, 762 the contents oflll of which are
hereby incorporated by reference. Those methods include 1solatmg. mampulshng and
expressing the nucleic acid sequences that encode all or.part of lm_munpglobuhn- Fv
varisble regions from at least one of a heavy or light chain, Sources of suc.h nucleic
acid are well known to those skilled in the art and, for example, may be obtained foma
hybridoma producmg an annbody against a predetermiried ta:get. The recombmant .
DNA encoding the humanized antibody, or fragment thereof, can then be cloned into an
appropriate expression vector.

Humanized or CDR-graﬂed antibody molecules or lmmunoglobulms can be -

* produced by CDR-grafting or CDR substitution, wherein one, two, or all CDR’s of an

31



10

i35

20

25

30

Attomey Docket No. 16158-013IWO1/AM-101315L

-,

immunoglobulin chain can be replaced. See e.g., U.S. Patent 5,225,539; Jones et al.
1986 Nature 321:552-525; Verhoeyan et al. 1988 Science 239:1534; Beidler et al. 1988
J. Immunol. 141:4053-4060; Winter US 5,225,539, _the contents of all of which are
hereby expressly incorporated by reference. Winter describes a CDR-grafting method
which may be used to prepare the humanized _ahtibodies (UK Patent Application GB
2188638A, filed on March 26, 1987; Winter US 5,225,539), the ¢ontents of -whic'h is
expressly incorporated by reference.. All of the CDR's of a particular human antibody
may be replaced with at least a portion of a non-human CDR or only some of the CDR's

_may be replaced with non-human CDR's. It is only necessary to replace the number of

CDR’s requi_rc-ad for biliding of the humanized antibody to a predetermined antigen.

In some implementations, monoclonal, chimeric and humanized antibodies can
be modified by, e.g., deleting, adding, or substituti.ng other portions of the antibody,
e.g., the constant region. For example, an anfibody can be modified as follows: () by

deleting the constant region; (ii) by replacing thé constant region with anothér constant .

region, €.g., a constant region meant to jncrease half-l'ife, stability or affinity of the
antibody, or a constant region from another sp'ecies or antibody class; or (iii) i)y
modifying one or more amino acids in the constant region to alter, for example, the
number of glycosylation sites, effector cell function, Fc receptor (FcR) binding,
complement fixation, among others.

Methods for altering an antibody oonstmt region are kniawn.in. the art.
Antibodies with altered function, e.g. altered affinity for an effector ligarid, such as FcR
on,a cell, or the C1 component of complemezit ‘can be produced by-replac'in'g atleast
one am:no acid residue in the conistant port:on of the anubody w:th a different resldne

(see e.g., EP 388,151 Al, US 5,624,821 and US 5 648,260). Similar type of alterations,

oould be described wh:ch if applied to.the murine, or other species unmunoglobulm
would reduce or elumnate these functions. :
; For example, it is possible to alter the afﬁmty of an Fc region of an antlbody

. (e.g.,anIgG, such as a ‘human IgG) for an FcR (e.g., Fc. gm_una R1), or for Clq l_:mqmg

by replacing the spet_:iﬁ'ed' residue(s) with a residue(s) having an appropriate
functionality on its side chain, or by introducing a charged functional group, such as -

_ Blutamate or aspartate, or perhaps an aromatic non-polar residue such as phenylalanine,

tyrosine, tryptophan or alanine (scé e.g., US 5,624,821).
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In one embodiment, an agonist of IL-21R is an agent that interacts with IL-21R
and another receptor subunit, e.g., yc. For example, the agent can-_be a protein that
interacts with IL-21R and another receptor subunit, e.g., yc. The pl:otein can be, ;:.g.. a
bispecific antibody that includes one antigen binding site that interacts with IL-.ZlR and
another antlgen binding site that interacts with yc. Binding of such a protein can be
used to crosslink and agonize the receptor, e.g., activate or increase STAT3 or STA‘I‘S
SJgna.llmg. _

In one embodiment, an IL-21/IL-21R agonist is an agent (e.g., an
fmm'unoglobulin) that stabilizes an lL-2IfIL—21R interaction, e.g., by bindin;; one or
both of IL-21 and IL-21R. ' _ '

Agonists of IL-21/IL-21R proteins can be screened for, e.g., binding and/or
activation of an IL-21R polypeptide using procedures known in the art. Binding assays
using a desired binding protein, immobilize_d or not, are known in the art and may be
used for this purpose using the IL-21R protein as described herein. Purified cell based
or protein based (cell free) screcning assays may be used to identify such agonists. For
exa:_ﬁple, IL-21R protein may be immobilized in purified form on a carrier and binding
or potential ligands to purified IL-21R protein may be measured. Cell-based assays for
evaluating IL-2IR activity and STAT3 or STATS signlling arc known, Examples are

described herein.

A

Pha:ma.ceutlca.l Compositions .
' IL-21!IL—21R-agomsts .may be usedasa phannaoeuhcal composmon when

combined w1th a phmceut:cally aoceptable camer Sucha oompomtlon may oontmn,
‘in addition to the IL-2 lfﬂerR-agomm and carrier, various diluénts, fillers, sa]ts

buffers, stab:hzers, solubilizers, and olher materials well known ini the art. The term
“pharmaceutically acceptable” means 8 non-tox:c matenal that does not interfere with

- the effectiveness of the b:ologmal actlwty of the acuve mgredlent(s) The

characteristics of the carrier will depend on the route of admipistration.
The pharmaceutical composition may further contain o_thel"anﬁ-iliﬂninmatoryf
agents as described in more detail below. Such additional factors and/or agents may be

- . included in the pharmaceutical composition to produce a synergistic effect with an

IL-21/IL-21R-agonists, or to minimize side effects caused by the IL-21/IL-21R-
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agonists. Conversely IL-21/IL-21R-agonists may be included in formulations of the
particular anti-inflammatory agent to minimize side effects of the anti-inflammatory
agent. .

The pharmaceutical composition may be in the form of a liposome in which
IL-21/IL-21R-agonists is combined, in additic_m to other pharmaceutically acceptable
carriers, with amphipathic agents such as lipids which exist in aggregated form as
micelles, insoluble monolayers, liquid crystals, or lamiellar layers which in aqueous
solution. Suitable lipids for liposomal formulation include, without limitation,
monoglycerides, diglycerides, sulfatides, Iysoleciihitf, phospholipids, saponin, bile
acids, and the hke Preparat:on of such hposomal formulations is within the level of
skill in the art, as disclosed, for example, in U.S. Pat. No. 4,235,871; U.S. Pat. No.
4,501,728; U.S. Pat. No. 4,837,028; and U.S. Pat. No. 4,737,323, all of which are
incorporated berein by reference. .

As used herein, the term “therapeutically effective amount” means the total
amount of each acti\;e component of the pharmaceutical composition or method that-is
sufficient to show a meaningful patient benefit, ¢.g., amelioration of symptoms of,
healing_ of, o-r increase in rate of healing of such conditions. When applied to an

individual active ingredient, administered alone, the term refers to that ingredient alone.

W'l;en appliedto a combination, the term refers to combined amounts of the active
ingredients that result in the therapeutic effect, whether ndmuustgyi_m oombmauon,
serially or simultaneously.

 In practicing the method of treatment or use, a therapeuticaily efféctive amount
of an IL-21/IL-21R—agomst is administered to a subject. eg., mammnl (eg,2 humnq)
An IL-21/IL-21R—agomsts may be adm:mstered e:ther alone or in combmauon with .
other therapies such-as treatments employmg mtl-mﬂammalory agents When co-
adnnmstered with one or more agents, an IL-21- andlor IL-21R- agonist maybe _
administered either sunultaneously with the second agent, or sequentially. If .
administered sequentially, the attendmg physlcmn can’ dec:de on the appmpnate

sequence of admmlstmng an II.erfIL-ZIR-agomst in combmanon with other agents. '

Administration of an IL-21/IL-21R-agonist nsed in the pharmaceuhcal
composition or to practice the method of the present invention can be carried out in a

variety of conventional ways, such as oral ingestion, intracranial, inhalation, or .
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cutaneous, subcutaneous, or intravenous injection or administration. For example, the
composition can be delivered as an epidural or otherwise, e.g., to cerebmspinel fluid.

When a therapeutically effective amount of an IL-21/IL-21R-agonist is
administered orally, the binding agent will be in the form of a tablet, capsule, powder,
solution or elixir. When administered in tablet form, the pharmaceutical composition
may additionally eentain a solid carrier such as a gelatin or an’ ad_]uvant The tai;let,
capsule, and powder contain from about 5 to 95% binding agent, and ptefefably from
about 25 10 90% binding agent. When administered in liquid t'onn, a liquid ‘carrier such
as water, petroleum, oils of animal or plant origin such as péanut oil, mlneral oil,
soybean oil, or sesame oil, or synthetic oils may be added. The liquid form of the
phannaeeutieal composition may further contain physioloéicdl saline solution, dextrose
or other saccharide solution, or giyeols such as ethylene glycol, propylene glycol or
polyethylene glycol. When administered i liquid form, the phannaceutical
composition contains from about 0.5 to 90% by we:ght of l'.he bmdmg agent, and
preferably from about 1 to 50% the bmdmg agent.

When a therapeuucally effective amount of an IL-21/1L-21R-agomst is
administered by mtravenous, cutaneous or subcutaneous injection, bmdmg agent will be
in the form of a pyrogen-free, parenterally acceptable aqueous solution. The
preparation of such parenterally acceptable protein solutions, having due regard to pH,
isotonicity, stability, and the like, is within the skill in the'art. A preferred
phmmeeuhcal composition for i mtnvmous, cutaneous, or subcu"fi'neous m]eeuon
should contain, in addltlon to bmdmg agent an isotonic veluele such as eod:um c.hlonde
injection, ngel‘s mjectlon. dextrose m]ectmn dextrose and soditm ehlonde injection,
lactated Ringer's m]ecuon, or other vehicle as known mthe art. The pharmaemucal
composition of the present invention may also contain stab:l:zus, preem'vauvee,
buffers, antioxidints, or other additive known to those of skill in the a:t '

The amount of an lL-ZlIII.rZIR-agomst in the phmnaceutlenl eompoml:on of
the present mvenuon can depend upon the nature and seventy of the condition bemg
treated, and on thie nature of prior t:eatmts that the patient has undergone The
attending physician can decide the amount of agomst with wlueh to treat each '
individual pauent lnmally, for example, the attending physnelm can admmlster low
dosés of binding agent and observe the panent's response. Larger doses of bmdmg
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agent may be administered until the optimal therapeutic effect is obtained for the
patient, and at that point the dosage is not generally increased further, or by monitoring
cytokine levels or one.or more symptoms. It is contemplated that the various
pharmaceutical compositions used to practice the method of the present invention
should contain about 0.1 pg to about 100 mg IL-21/IL-21R-agonist per kg body weight.

For example, useful dosages can include between about 10 pg-1mg,.0.1-5mg, and 3-
50 mg of [L-21/IL-21R agonist per kg body weight. Useful dosages of IL-21 can
further include between about 5 pg-1meg, 0.1-5mg, and 3-20 mg of IL-21/IL-21R
agonist per kg body weight. ' '

-'I'he duration of intravenous therapy using the ph;rmaceulical composition can
vary, depending on the severity of the disease being treated and the condition and
potential idiosyncratic response of each individual patient. The duration of each
application of the lL-21llL-2lR-agon.ist can be, e.g., in the range of 12 to 24 hours of
continuoéus intravenous administration. Tﬁe attending physician can decide on the
appropriate duration of intravenous therapy using the pharmaceutical composition of
the present invention.

In addition to IL-21/IL-21 agonists, where such agonists are proteins, the disease
or disorder can be treated or prevented by administration or use of polynucleoudes
encoding such protelns (such as, for example, in gene thaap:es or vectors suitable for
introduction of DNA) R
Mmmwng

| In-one aspect, the present invention provides methiods for treating (¢.g., curing,
supprusmg, ameliorating, delaying or prevt.mg the onset of, or pre_vl:ing recurrmee '
or relapse of) or preventing an immunological disorder of the nervous system (.., 8
chromc immunological disorder of the nérvous system, mclud.mg muluple sclu'osls) in

"a subject. The method includes: administering to the sibject an'IL-21/IL-21R agonist,

in an amount sufficient to modulate immune cell acm_uty and{qr cell number (e.g,,_ C
modulate cytokine lévels, ¢.g., cytokine expression, production and/or release), thereby
treating or preventing the immunological disorder of the nervous system, e.g., multiple
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Multiple sclerosis (MS) is a central nervous system disease that is characterized
by inflammation and loss of myelin sheaths - the fatty material that insulates nerves and
is needed for proper nerve function. Inflammation that results from an immune
responise that is modulated by on IL-21 can be prevented or treated with the
IL-21/IL-21R agonists described herein. In the experimental autoimmune emep_halitié .

-(EAE) mouse model for multiple sclerosis (Tuohy et al. (J. Immunol. ( 1988) 141: 1126 -

1130), Sobel et al. (J. Immunol. (1984) 132: 2393-2401), and Traugott (Cell Immunol.
(1989) 119: 114-129), treatment of mice with IL-21 m_|echons prior to. EAE mducuon
reduces the symptoms of the disease. Accordingly, the IL-21/IL-21R agonists described
herein may similarly be used to tréat or prevent multip-le sclerosis in humans.

Patients suitable for such _lreatment-may be identified by criteria establishing a
diagnosis of clinically definite MS as defined by the workshop on the diagnosi.s of MS
(Poser et al., Ann. Neurol. 13:227, 1983). Briefly, an individual with clinically definite
MS has had two attacks and clinical evidence of either two lesions or clinical -e_vidence
of one lesion and paraclinical ewjdenct-e of another, separate lesion. Definite MS may-
also be diagnpSed- by evidence of two attacks and oligoclonal bands of IgG m
cerebrospinal fluid or by combination of an attack, clinical evidence of two'lesions and
oligoclonal band of 1gG in cerebrospinal fluid. Slightly lower criteria are used fora
diagnosis of clinically probable MS. _

Effective treatment of multiple sclerosis may be examined in several different -
ways. Satisfying any of the following criteria evidences effective treatment. Three
miain criteria are used: EDSS (extendéd disability status scale), appeararice of '
exacerbations orMRI(magnetlcresomncexmagng) The EDSS lsamtograde
clinical impairment due to'MS (Kurtzke, Neurology 33:1444, 1983)." Eight functional -
systems are evaluated for the type and seventy of neurologic mpunnt Briefly, pnor
to treatment, patients are evaluated for impairment in the following’ systems pymmda],

I. cerebella, brainstem, sensory, bowel and bladder, vnsual celebral and other. Follow-

ups are conducted at defined intervals. "The scale ranges from_ 0 (normal) to 10 (death
due to MS). A decrease of one full tep defines an effective treatment in the context of
the present invention (Kurtzke, Ann. Neurol. 36:573-79, 1994). Exacerbations are
defined as the appearance of a ncw-iwmptom that is attributable to MS and

: aocompamed by an appropriate new neurolt-)gic abnormalitir (IFNB MS Study Group,
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supra). In addition, the exacerbation must last at least 24 hours and be preceded by
stability or improvement for at least 30 days. Briefly, patients are given a-standard
neurological examination by clinicians. Exacerbations are cither mild, moderate, or
severe according to changes in a Neurological Rating Scalé (Sipe et al., Neurology
34:1368, 1984). An annual exacerbation rate and proportion of exacerbation-frec
patients are dqtel:mined. 'I.'herapy is deemed to be effective if there is a stati'stically
significant difference in the rate or proportion of exacerbation-free patients between the
treated group and the placebo group for either of these measurcments. In addition, time
to first exacerbation and exacerbation duration and severity may also be measured. A
measure of ¢ffectiveness.-as therapy in this regard is a statistically significant difference
in the time 1o first exacerbation or duration and severity in the treated. group compared
to control group. .
MRI can be used to measure active lesions using gadolinium-DTPA-enhanced
imaging (McDonald et al. Ann. Neurol. 36:14, 1994) or the location and éxtent of
lesions using T, -weighted techniques. Briefly, baseline MRIs are obtained. The same

imaging plane-and patient position are used for each subsequent study. Positioning arid

imaging sequences can be chosen to maximize lesion detection and facilitaté lesion
tracing. The same positioning and imaging sequences can be used on sui:sequent
studies. The presence, location and extent of MS lesions can be dete:nnmed by
radmlogsts Arcas of lesions can be oullmed and summed slice by slice for total lesion
area. Three ana]yses may 'be-done: evidence of new Jesions, n;e_-;};:peamwe of
actwc lesions, percmmge change in lesion area ('Paty et a] Neurology 43: 665 1993)
Improvement due to therapy can be stabllsh_ed by a statistically sngmﬁcant
improvement in an individual patient compared to baselirié or in a trested group versus
a placebo group. E o

' Exemplary symptoms asocisted with multiple sclerosis include: optic neiritis,

- delopla, nystagmus, ocular dysmetria, mtemuclear ophth:.lmoplegla, movement.and .

sound phosphmes, afferent pup:lhry defect, paresis, monoparem& paraparesis, _
hemiparesis, quadrapms, plegm, panplegra, hennplegla, teu'aplegla, quadnplegla, .
spasticity, dysarthna, muscle atrophy, spasms, cramps, hypotonia, clonus, myoclonus,
myokymia, restless leg syndrome, footdrop dysfunctional reflexes, pmesthes:a,
anaesthesia, neuralgia, neuropathic arid neurogenic pain, I'hermitte’s, pmpnoqepuye
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dysfunction, trigeminal neuralgia, ataxia, intention tremor, dysmetria, vestibular ataxia,
vertigo, speech ataxia, dystonia, dysdiadochokinesia, frequent micturation, bladder
spasticity, flaccid bladder, detrusor-sphincter dyssynergia, erectile dysfunction,
ano;'gas:ny, ﬁ:igi'dity, constipation, fecal urgency, fecal incontinence, depression,
cognitive dysfunction, dementia, mood swings, emotional lability, euphoria, bipolar
syndrome, anxiety, aphasia, dysphasia, fatigue, uhthoff's symptoﬁ, gastroéophi_geal
reflux, and sleeping disorders.

Candidate patients for prevention may be identified by the presence of ge.net:c
factors. For example, a majority of MS patients have HLA-type DR2a and DR2b. The’
MS patients having genetic dispositions to MS who are suitable for trealme.nt fall

" within two groups. First are patients with early disease of the relapsing remitting type.

Entry criteria can include disease duration of more than one year, EDSS score of 1.0 to
3.5, exacerbation rate of more than 0.5 per year, and free of clinical exacerbations for 2
months prior to study. The second group would include people \'wilh disease
pmgmssibn greater than 1.0 EDSS umtlyear over the past two years. Candidate patients
for pi'evlention. may be identified by evaluating cytokine parameters, e.g., an IL-10 or
[L-21 parameter. '

Efficacy of the IL-21IIL-21R agonist in the context of prevmuon is Judged
based on the following criteria: frequency of MBP reacuve T cells determined by
lunmng dilution, proliferation response of MBP reactwe T cell lines and clones,.
cytokine proﬁles of T cell lines and clones to MBP estabhshed from patients. Efficacy
is established by decreas in frequency of réactive cells, a reduction in thymidine
incorporation witly altered peptide compared to native, and a reduction in TNF and TFN-
a. Clinical .meas_uranmts include the relapse rate in-one 'lul:ld two-year intervals, and a ’
change iri EDSS, including time to progression from bascling of 1.0 unit on the EDSS
which persists for six months Ona Kaplzn-Me:er curve, a delay in sustamed C

" . progression of dmblhty shows efficacy. Other criteria include a changem area and .

- 30 -

volume of T2 images on MRI, and the fumber and volume of lesions determmed by
gadollmum mhanced imiages. . -

_ In one embodiment, the IL-21/IL-21R agomsts, eg., pharmaceut:cal
composmons thereof, are administered in combination therapy, i ic., combmed w1th
other agents, e. g., Ihcrapeuuc agents, which are useful for treating pathologlcal
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conditions or disorders, such as immune and inflammatory disorders of the brain, e.g.,
multiple sclerosis. The term “in combination™ in this context means that the agents are
given substantially contemporaneously, either simultaneously or sequentially. If given
sequentially, at the onset of administration of the second compound, the first of the two
compounds is preferably still detectable at effective concentrations at the site of
treatment.

For example, the combil-lation therapy can include one or more IL-21/IL-21R
agonists (e.g., an IL-21 polypeptide or fusion protein,.a.pept'ide agonist or a smalk
molecule agonist) co-formulated with, ai;dlx—)r co-administered with, one of more
additional thérapeutic agents, e.g., one or more cytokine and growth factor inhibitors,
immunosﬁp.pressants, anti-inflammatory agents, metabolic inhibitors, enzyme '
inhibitors, and/or cytotoxic or.cytostatic agents, as described in more detail below.
Furthermore, oné or more IL-21/IL-21R agonists described herein may be used in
combination with two or more of the therapeutic agents described herein. Such
combination therapies may advantageously utilize lower dosages of the administered
therapeutic agénts, thius avoiding possible toxicities or compli.cations associated with
the various monotherapies. Moreover, the therapeutic agents disclosed hérein act on
pathways that differ from the I1.-21/IL-21R receptor pathway, and thus are expected to
enhance and/or synergize with the effects of the IL-21/IL-21R agonists. Preferred
therapeutic agents used in combination with an IL-21/IL-21R agonist are those agents
that inteifere at different sta-ges- in the autoimmune and'subsequent mﬂammatory

_ response.

. Non-limiting examples of ngmts for treating or prev-tmg multiple scleroﬁs
w1th whmh an IL-21-/IL21R agonist can be combmed mclude the following:
mterferons e.g,, interferon-beta-1a (c.g., AVONEX'"" B:ogm) and interferon-1§
(BETASERON“ human jnterferon B substituted at.position 17; Bm'lexIClmon),
glamamer acetate (also termed COpolymer 1, Cop-1; COPAXONE“" Teva
Phal_-maceuucal Industnes, Inc.); hypesbaric oxygen; mtravqnous immunoglobulin;
clabribine; TNF antagonists as described herein; corticosteroids; prednisolone;
meﬂ:ylpreﬂnis_olone; azathioprine; cyélophospha_mide; cyclosporine; methotrexate; 4~
aminopyridine; and tizanidine. Additional antagonists that can be used in combination
with IL-21 agonists include antibodies to, or antagonists of, other human cytokines or
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growth faeters, for example, TNF, LT, IL- 1, IL-2, [L-6, -7, IL-8, IL-12 IL- 1 S: IL-

16, IL- 18, EMAP-11, GM- CSF, FGF, and PDGF. IL-21 agonists as described herein
can be combined with antibodies to cell surface molecules such as CDZ, CD3, CD4,
CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80, CD86; CD90 or their ligands.
The IL-21 agonists may also be combined with agents, such as methotrexate,
cyclosporine, FK506, rapamycin, mycophenolate mofetil, leﬂunom:de, NSAle for
example, ibuprofen, corticosteroids such as predmsolone, phosphodiesterase lnh_lbuqrs,
adenosine agonists, antithrombotic agents, eomplement inhibitors, ndrenergic agents.
agents which interfere with signaling by pmmﬂammatory cytokines as desenbed herein,
IL- I converting enzyme inhibitors (e.g., Vx740), u-P7s, PSGL. TACE mh:bltors, T--
cell signaling inhibitors such as kinase inhibitors, metal l_oprotemase inhibitors,
sulfasalazine, azathloprine, 6- r_nercaptopmines, angiotensin converting enzynje
inhibitors, “soluble cytokine receptors and d'erivatives thereof as desc:ibe_d herein, and
anu-mﬂammatory cytokines (e.g lL-4 IL- 10, IL-13 and TGF)

Examples of therapeutic agents for treating or preventmg mult.Iple scleros:s with
which the IL-21/IL-21R agonists can be eombmed include lnterferon-ﬂ for example,
IFN B-1a and IFN $-1B; glatiramer acetate {c.g, COPAXONE®), corheostem:ds L1
inhibitors, TNF inhibitors, antibodies to CD40 ligand and CD80, and IL-12 antngomsts;
Additional examples include agents that may be used to treat one or more sympto.ms or
side effects of MS, e.g., amantadine, baclofen, mineral oil, papavenne, meehzme,
hydroxyzine, sulfamethoxazole, ciprofloxacin, docusate, e:proﬂoxaem. pemolme,
dantrolene, desmopressin, desmopressin, dexamethasone, predmsone. tq‘l_tel:o_dlne
pilytoin, oxybutynin, oxﬁutmin (tended releese forﬂ)}lla),_l_;is’neo'(lyl, ye_nlafaiine,_ "
amitriptyline, docusate stool softener laxative, sodium pliosphafe,'nietnenamine. '
baelofen (mtratheca]), clonazepam, 1somamd vardenafil, mtroﬁ:rantom, psylhum
hydrophilic muc:llo:d, alprostadil, gabapéntin, mitoxantrone, oxybutymn nortnptylme,
paroxetine, magnesium hydrox;(_le, pmpmthehne bromide, a]pmstndxl, modafinil,
fluoxetirie, phenazopyridine, glycerin, methylprednisolone; carbamazepine,
imipramine, diazepam, sildenafil, bupropien, tizan_idine, and s;luahne .

Examples of those agents ineldde IL-12 antagonists, such as chimeric, -
humanized, human or in vitro generated antibodies (or antigen_—t_:in&ing ﬁagmenls -

- thereof) that bind to IL-12 (preferably human IL-12), ¢.g., the antibody disclosed in WO
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00/56772, Genetics Institute/BASF); IL-12 receptor inhibitors, e.g., antibodies to
human IL-12 receptor; and soluble fragments of the IL-12 receptor, €.g., human IL-12
receptor. Examples of IL-15 antagonists include antibodies (or antigen-binding
fragments thereof) against IL-15 or its receptor, e.g., chimeric, humanized, human or in
vitro generated antibodies to human IL-15 or its receptor, soluble fragments of the IL-
15 recepior, and IL-15-binding proteins. Examples of IL-18 antagonists in(;lude
antibodies, e.g., chim&ic, humanized, human or in vitro generated antibodies (or
antigen-binding fragments thereof), to human IL-18, solublé fragments of the [L-18
receptor, and IL-18 binding proteins (IL-18BP, Mallet et al. (2001) Circ. Kes. 28).
Examples of IL-1 antagonists include Interleukin-1-converting enzyiie (ICE) inhibitors,
such as Vx740, IL-1 antagonists, e.g., IL-1RA (ANIKINRA, AMGEN), lelRlI
(Immunex), and anti-IL-1 receptor antibodies (or .anﬁ.gm-binding fragments thereof).

52

Examples of TNF antagonists include chimeric, humanized;'liuman orinvitro .

generated antibodies (or antigen-binding fragments thereof) to TNF (e.g., huiman TNF
a), such as DZE7, (human TNFa antibody, U.S. 6,258,562; BASF), CDP-571/CDP-
870/BAY-10-3356 (humsnized anti-TNFa an'tibod)[; Celitech/Pharmacia), cA2
(chimeric anti-TNFa antibody; RemicadeTM, Centocor); anti-TNF antibody fragments
(e.g., CPD870); soluble fragments of the TNF receptors, €.g., p55 orp‘lS. human TNF
receptors or derivatives thereof, e.g., 75 kdTNFR-IgG (75 kD. TNF recqitor-IgG fusion
protem, ENBRELT" Immunex; see e.g., . Arthritis & Rheumatisin (1994) Vol. 37,

————— g

$295; J. Invest. Med. (1996) Vol. 44, 235A), p55 deNFR-IgG (55 kD TNF receptor-

_IgG fusion protein (LENERCEP’I""‘)), enzyme antngomsts, c: g, TNFa conveﬂmg

enzyme (TACE) inhibitors (e £y ‘an alpha-sulfonyl hydroxannc acid derivative, WO
01/551 12, and N-hydroxyformanude TACE inhibitor GW 3333, -005, or -022),

-bpls-'I'NFR (soluble TNF binding protein; see e.g., Arthrm.s & Rhemuansm (1996)
Vol. 39 No. 9 (supplement), S284; Amer. J. Physiol. - Heart and Cm:ulatory '

' Plgmalogy (1995) Vol. 268, pp. 37-42). Preferred TNF antagomsts are soluble

fragments of the TNF reccptors, e.g., p55 or p75 human 'INF_{echtors or derivatives
thereof, ¢.g., 75 kdTNFR-IgG, and TNFa converting enzyme (TACE) inhibitors.
In other embodiments; the IL-21-/IL21R .agonists described herein can be

administered in m‘)mbil-mion with one or more of the following: IL-13 antagonists, e.g:,.

rsoluble IL-13 receptors (sIL-13) and/or antibodies against I -13; IL-2 antagonists, e.g.,
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-,

DAB 486-1L-2 and/or DAB 389-IL-2 (IL-2 fusion proteins; Seragen; see e.g., Arthritis
& Rheumatism (1993) Vol. 36, 1223), and/or antibodies to [L-2R, e.g., anti-Tac

(humanized anti-IL-2R; Protein Design Labs, Cancer Res. 1990 Mar 1;50(5):1495-502).

Yet another combination includes IL-21 antagonists in combination wuh non-depleting
anti-CD4 inhibitors (IDEC-CE9.1/SB 210396 (non-depleting primatized anti-CD4
antibody; IDEC/SmithKline). Yet other preferred combinations include antagonists of -
the co-stimulatory pathway CD80 (B7.1) or CD86 (B7.§) including antibodies, soluble
receptors or antagonistic figands; as well as p-selectin glycoprotein ligand (PSGL), anti-
inflammatory cytokines, e.g., IL-4 (DNAX/Schering); IL-10 (SCH 52000; recombinant
IL-10 DNAX/Schering); IL- 13 and TGF, and agonists thercof (e.g., agonist antibodics).

In other embodiments, one or more IL-21-/IL21R agonists can be co-formulated
with, and/or co-administered with, one or more anti-inﬂan;matory drugs,
immunosuppressants, or metabolic or enzymatic inhibitors. Non-limiting examples of
the drugs or inhibitors that can be used in combination with the IL-21 agonists
described herein, include, but are not limited to, one or more of: non-steroidal anti-
inflammatory drug(s) (NSAIDs), e.g., 1buprofen Tenidap (see e.g., Artlmtls &.
Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (supple:ment), S280)), Naproxen (see e.g., Neuro
Report (1996) Vol. 7, pp. 1209-1213), Meloxicam, Piroxicam, D:clofe_z!ap,
Indomethacin; Sulfasalazine (see e.g., Arthritis & Rheurnatism (1996)'Vol. 39,No. 9
(supplement), S281); corticosteroids such as prednisolone; cyto_h__rf _s_t_rppresmve anti--
mﬂammatory drug(s) (CSAIDs); inhibitors of nucleotide blosynthems. ¢.g., inhibitors of .
purme blosynthems, folate antagonists (e.g., methou'exate ('N-[4-[[(2 4-dlammo-6- |
ptmdmyl)methyl]methylammo]bmzoyl]—l;—glutmmc acld), and mhlbltom of pynmldme'
biosynthesis, €.g:, dihydroorotate dehydrogenase (DHO_DH) inhibitors (e.g., o
leflunomide (se¢ e.g., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (supplement),
$131; Inflammation Research (1996) Vol. 45, pp. 103-107). Preferred therapentic,
agents for use in cpmbinati.on-\yi-ih IL-21/IL-21R antagonists include NSAIDs, CSAIDs,
(DHODH) inhibitors (e.g., leflunomide), and folate antagonists (e.g-, methoﬁexéte).

Examples of additional inhibitors include one or more 9f': corhcostermds (oral,
inhaled and local injection); in;l_nunosdppr-esams, e.g., cyclosporin, tacrol_imus.(.l*-'!'(-

506); and mTOR inhibitors, e.g., sirolimus (rapamyvin) or rapanycin derivatives; e.g.;
- soluble rapamycin derivatives (¢.g., ester rapamycin derivatives, e.g., CCI-779 (Elit. L.
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{2002) Current Opinion Investig. Drugs 3(8):1249-53; Huang, S. et al.. (2002) Current
Opinion Investig. Drugs 3(2):295-304); agents which interfere with signaling by
proinflammatory cytokines such as TNFa or IL-1 (e.g. IRAK, NIX, IKK, p38 or MAP

. kinase inhibitors); COX2 inhibitors, e.g., celecoxib and variants thereof, MK-966, see

e.g., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (supplement), $81);
phosphodiesterase inhibitors, e.g., R973401 (phosphodiesterase Type IV inhibitor; see
e.g., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (supplement) $282));

phospholipase inhibitors, e.g., inhibitors of cytosohc phosphohpase 2 (cPLA2) (e. B

tnﬂuoromethyl ketone analogs (U.S. 6,350, 892)) inhibitors of vascular endothcl:a] cell
growth factc_:r or growth factor receptor, €.g., VEGF inhibitor and/or VEGF-R inhibitor;
and inhibi-tors of angiogenesis. Preferred therapeutic agents for use in combination with
IL-21/IL-21R antagonists immunoéuppresants, e.g., cyclosporin, tacrolimus (FK-SOG);
and mTOR inhibitors, ¢.g., sirolimus (rapamycin) or rapamycin derivatives, e.g.,
soluble rapamycin derivatives (c.g., ester rapamycin derivatives, e.g., CCI-779; COX2
inhibitors, e.g., celecoxib and variants thereof; and phospliolipase inhibitors, e.g.,
inhibitors of cytosolic phospholipase 2 (cPLA2) (c.g., triﬂuoromethyi ketone analogs)
Additional examples of therapeutic agents that can be combined with an
I1-21/IL-21R agonist include one or more of: 6-mercaptopurines (6-MP); azathioprine
sul'phasalazi_np; mesalazine; olsalazine chloroquininelhydi‘oxydﬂoro_quiné;
pencillamine; aurothiomalate (intramuscular and oral); ezsthicgring; cochicine; beta-2
adrenoreceptor agomsts '(s'albimmol. terbutaline, salmeteral); xanthines (thgophylline,

_arpiriophylline); cromoglycate; nedocromil; l'.:etol'ifm, 1pn1ropmm and bixiu'bpii:m,

mycophmolate mofetil; adenosinc agomsts anmhrombohc agents; complement
mlnbltors and adrenergic agents

Another aspect of the present mventlon aocordmgly relates to kits for ca:rymg
out the combmed admnnstmtlon of the I.-21/TL.21R antagomsls with other thaapeuuc
compounds In one embodiment, the kit comprises one or more bmdmg agents B

. formulated in a pharmaoeuhcal carrier, and at least one agmt,_g.g.,_therapeuuc agent,

formulated as appropriate, in one or more separate phan_naceut_ical preparations.
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Assays for Evaluating. Cwtokine Levels

Any standard assay can be used to evaluate cytokine levels in a sample or a
subject. For example, the sample can be obtained from a subject or can include culture
cells.- Exelnolaly samples can be obtained or derived from one or more cells, tissue, or
bodily fluids such as blood, urine, lymphatic fluid, cerebrospinal fluid, or al_nni_otic
fluid, cultured cells (.8, tissue culture cells), bucéal swabs, mouthwash, stool, tissues
slices, and biopsy materials (e.g., biopsy aspiration).

Methods for evaluating cytokine levels mclude evaluatmg nucleic aclds to
detect mRNA or cDNA encoding a cytokine of interest (c.g., IL-10 or IL-21) or -
cvaluating proteins to detect the cytokine itself. Nucleic acids can be efvaliloted, eg,
using RT-PCR(e.g., quantitat_ive PCR) or nuc!eic acid microarrays. Proteins can be
evaluated, e.g., using mass spectroscopy or an immunoassay. '

ELISAs provide one convenient form of immunoassay. For example, Biosource
International, Camarillo CA provides assay reagents that can be used to detect IL-10
with a sensitivity of < 0.2 pg/m and to.JL-12 with a sensitivity of <2 pg/mb).
Similarly, R&D Syslems provndm reagents to detect [FN-y with a smsmwty <8 pglml
or TGF-betal with a sensitivity of <7 pg/ml .

SEARCHLIGHT™ Proteome Array System'(Pierce, Boston Technology
Center) provides. con!prehe_nswe reagents for evaluating multiple cytok:lnes at once. .

These methods can be used to evaluate administration of an JI-21/IL-21R
ngomst For example, to determme if such agonist causes-a stahshcally -gmﬁcant
change in the levelk ofa cytokme, e. g . IL-10 or IFNy or to determmo ifit causes an
aooeptable ohangeg, €.g., to a level i in a_ range of normal of a Cytokme, e.g., ,I_L-lO.or
IFNy. Information from the evalusting can be used to modulate the dosage of the '
agomst For example, if IL-10 levels are not increased to levels within the range of a
normal subject, adxmmstmuon of the agomst can be increased, e.g., by i mcrumng

. dosage or frequency. Conversely, if IL-10 levels are increased beyond the de.med
range, thé admiinistration of the agomstcanbedecreased e.g., bydeueasmgdosageor

frequency.
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Assays for Evaluating the Activity of IL-21/IL.21R Agonists as Immune Activators

The activity of IL-21/IL21R agonists as activators of an immune system can,
among other means, be measured by the following methods:

Suitable assays for thymocyte or splmocyto cytotoxicity include, without
limitation, those described in: Current Protoools in Immunology, Ed by J. E. Coligan,
A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W Strober, Pub. Greene-Publishing
Associates and Wiley-Interscience '(Chapta 3, In Vitio-assays for Mouse Lymphocyte -

. Function 3.1-3.19; Chapter 7, Inmmunologic studies in l:Iumalia); Herrmann et ai., Proc.
~ Natl: Acad. Sci. U.S.A. 78:2488-2492, 1981; Herrmann et al,, J. Immunol. 128:1968-

1974, 1982; Handa et al.; J. Immunol. 135:1564-1572, 1985; Takai.ét al., J. Inmunol.
137:3494;3-500, 1986; Takai et al., J. Inmunol. 140:508-512, 1988; Herrmann et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78::2488-_2492, 198f; Herrmann et al,, J. Immunol.
128;1968-1974, 1982; Handa et al., J. Immunol. 135:1564-1572, 1985; Takai et al., J.
Immunol. 137:3494-3500, 1986; Bowmanet al., J. Virology 61:1992-1998; Takai et al_,
J. Immul_noi. 140:508-512, 1988; Bertagnolli et al., Cellular Inmuriology 133:327-341,
1991; Brown ¢t al., J. Imrhunol. 153:3079-3092, 1994. '
Assays for T-cell-dependent immunoglobulin responses and isotype switching
(which will identify, among others, proteins that modulate T-cell depm‘timt antibody
responses and that affect Th1/Th2 profiles) include, without limitation, those described
in: Mallszewskl J. Immunol. 144:3028-3033, 1990; and Assays for B cell funonon In

vitro anhbody producuon Mond, J. 1. and Bnmswmk. M, In Current Protocols in

Immunology. J. E.e.a. Cohganeds Vol 1 pp. 38 1-3.8.16, John W:leynnd Sons
Toronto 1994,

ijed lymphocyte reactmn (MLR) assays (wluch will ldenufy, among othm, ) -
protems that gmmte predommantly 'I‘hl and CTL responses) include, without
llrmtauon, those descnbed in: Current Protocols in Immunology, Ed by J.E. Coligan,
A M Knusbeek. D.H. Marguhes, E.M. Shevach, W Strober, Pub. Greene Pubhshmg
Assocnates and W:ley-htasc:mce (Chapter 3,In Vmo assays for Mouse Lymphocyte
Function 3.1-3.19; Chapter- 7, Immunologic studies in Humans), Talm etal, ).
Immunol. 137.3494-3500, 1986; Talq: et al,, J. Immumol. 140:508-512, 1988,
Bertagnolli et al., J. Inmunol. 149:3778-3783, 1992.
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Dendritic cell-dependent assays (which will identify, among others, proteins
expressed by dendritic cells that activate naive T-cells) include, withot limitation,
those described in: Guery et al., J..Immunol. 134:536-544, 1995; Inaba et al., Journal of
Experimental Medicine 173:549-559, 1991; Macatonia et al., Journal of Immunology
154:5071-5079, 1995; Porgador et al., Journal of Experimental Medicine 182: 255-260
1995; Nair et al., Journal of Virology 67:4062-4069, 1993; l-Iuang et al., Sclenee
264:961-965, 1994; Macatonia et al., Journal of Experimental Medicine 169:1255-
1264, 1989; Bhardwaj et-al., Journal of Clinical Inveetigatidn 94:797-807, 1994; and
Inaba et al., Journal of Experimental Medicine 172:631-640, 1990.

Assays for lymphocyte survival/apoptosis (which will identify, 'amotlg others,
proteitm that prevent apoi)tosis after superantigen induction and proté.ins that regulate
lymphocyte homeostasis) include, without limitation, those described in:
Darzynkiewicz et al., Cytometry 13:795-808, 1992; Gorczyea et al., Leukeinia 7:659-
670, 1993; Gorezyca et al., Cancer Research 53:1945-1951, 1993; Itoh et al., Cell
66:233-243, 1991; Zacharchuk, Journal of Immunology 145:4037'-4045,_ 1990; Zamai et
al., Cytometry 14:891-897, 1993; Gorczyca et al., International Journal of Oncology
1:639-648, 1992. ' _

Assays for proteins that influence early steps of T-cell commitment and
development include, withiout limitation, those described in: Antica et al., Blood

'84:111-117, 1994; Fine et al., Cellular Immunology 155:11 l-l?g_,_l_?__ﬂ; Galyetal.,

Blood 85:2770-2778, 1995; Toki et al., Proc. Nat. Acad Sci. U.S.A. 88:7548-7551,

1991.

Assays for evnluatmg activation of STAT are desenbed, c.g.,in thmour et al
{1996) Proc. Natl. Aead Sci. USA 92:10772-10776: For example, evaluated cells (e g, -
cells treated with an agomst or a candidate agonist) can be lysed and tyrosine
phosphorylated protems can be unmunopreetpltated with an antt-phosphotymne

. antibody. Then pree:p:tated matmals can then be evaluated using anhbod:es speelﬁe

for a signalling pathway component, c.g., an antibody to the STAT protein, e.g.,
STATS.

. Production and Call Proliferation/Differentiation
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The activity of [L-21/IL21R agonists as modulator of cytokine production and
cell proliferation/differentiation can be tested using any one of a number of routine
factor deoendent cell proliferation assays for cell lines including, without limitation,
32D, DA2, DAIG, T10, B9, B9/11, BaF3, MC9/G, M+(preB M+), 2E8, RB5, DA1,
123, T1165, HT2, CTLL2, TF-1, Mo7e and CMK.

Assays for T-cell or thymocyte proliferation include without llmltauon those
described in: Current Protocols in Immunology, Ed by J. E. Coligan, A. M. Kruisbeek,
D. H. Margulies, E. M. Shevach, W Strober, Pub. Greene Publishing Associates and -

. Wiley-Interscience (Chapter 3, In Vitro assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-

3.19; Chapter 7, Immunologic studies in Humans); Takai et al., J. Immunol. 137:3494-
3500, l9§6; Bertagnolli et al., J. Irnmunol. 145:1706-1712, 1990; Bertagnolli et al.,
Cellular Inmunology 133:327-341, 1991; Bertagnolli, et al., J. Inmunol. 149:3778-
3783, 1992; Bowinan et al., J. Immunol. 152: 1756-1761, 1994.

Assays for cytokine production and/or proliferation of spleen cells, lymph node
cells or thymocytes include, without limitation, those described in: Polyclonal T cell
stimulation, Kruisbeek, A. M. and Shevach, E. M. In Current Pfotocols in Immunology.
J. E.e.a. Coligan eds. Vol 1 pp. 3.12.1-3.12.14, John Wiley and Sons, Toronto. 1994;
and Measurement of mouse and human Interferon gamma, Schreiber, R.D. In Cunmt
Protocols in Immunology J. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.8.1-6.8.8, John W:ley and Sons,
Toronto. 1994.. —

Assays for proliferation and differentiation of hematopoietic and lymphopoicti_c

_cells include, without limitation, those desmbed in: Mecasurement of Human arid

Mutine Interleukin 2 and Interleitkin 4, Bottomly; K., Dayis; L S. and Lipsky, P. E. In
Current Protocols in Immunology J. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.3:.1-6.3.12, John Wﬂey
and Sons, Toronto 1991; deVries et al.; J. Exp. Med. 173 1205-1211 1991, Moreou et
al., Nat_ure 336:690-692, 1988; Grembergu' et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US.A.

' '80:2031-2938, 1983; Measurement of mouse sind humén interleukin 6—Nordan, R. In

Cunthrotocolsmllmnmology 1. B.e.a. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.6. 1-66 5, John
Wiley and Sons, Toronto, 1991; Smith et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U S.A. 83: 1857-
1861, 1986; Measurement of human Interleukin.11—Bennett, F., Glannotu, 1., Clark;S.
C. and Tumer, K. J. In Current Protocols in Immunology. J. E.e:a. Coligan eds. Vol 1
pp- 6.i5.1 John Wiley and Sons, Toronto. 1991; Measurement of mouse and human
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Interleukin 9--Ciarletta, A., Giannotti, J., Clark, S. C. and Tumner, K. J. In Current
Protocols in Immunology. J. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.13.1, John Wil_ey and Sons,
Toronto. 1991. '

Assays for T-cell clone responses to antigens (which will identify, amoxig
others, proteins that affect APC-T cell interactions as well as direct T-cell effects by
measuring pmhfemtlon and cytokine production) include, without limitation, those
described in: Current Protocols in Immunology, Ed by E. Coligan, A M. Kruisbeek,
D. H. Margulies, E. M. Shevach, W Strober, Pub. Greene Publishing Associstes and
Wiley-Interscience (Chapter 3, In Vitro assays for Mouse Lymphocyte Function;
Chapter 6, Cytokillles and their cellular receptors; Chapter 7, Immunologic studies in
Humans); Weinberger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 77:6091-6095, 1980;
Weinberger et al., Eur. J. Inémun. 11:405-411, 198]; Takat et al., J. Immunol.
137:3494-3500, 1986; Takai et al., J. Immunol. 140:508-512, 1988.

In the following non-limiting example, we demonstrate, inter alia, that IL-21

results in partial protection in EAE mice.

Example : 11.-2] results in partial protection in EAE mice

- Reagents

- b ——

" Mice

Female CS7BU6 and female SJLIJ mlee were obtained from 'I'he Jackson
Laboratory. The ammals were housed w:thm an AAALAC-approved barfier fac:hty
and monitored for parasites as well as bacterial and viral pathogms 'All mice were .
used at 8-10 weeks of age.

Proliferative response
Lymph node cells of C5 7BLI6 female mlce challenged with the mouse

oligodendrocyte glycoprotein (MOG) 15.55 peptide were harvested from the mice 20
days after immunization. Cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's Media

(DME) containing 10% fetal calf serum (FCS). The cells were restimulated with the

"MOG 1s.ss peptide (25 pg/ml) and grown in flat-bottom 96-well microtiter platee in the

presence or absence of murine IL-21. After 72 hours, the platee were pulsed thh 0.5
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pCi tritiated thymidine/well and incubated for a 4- to 6-hour period. The mean
incorporation of thymidine in the DNA in the triplicate wells was measured by a

scintillation counter.

Cytokine quantitation

Lymph n;ade cells derived from immunized mice were activated in vitro with 25
pg/m] of the MOG 35.55 peptide, Cells were cultured in (DME) containing 10% FCS
and IL-2 (10 U/ml) and various concentrations of murine IL-21 ranging from 5 ng/ml to .
25 ng/ml. Culture supernatants were collected after 72 hours and were analyzed for
cytokine and chemokine production using the SEARCHI:.IGH'I"’“ Proteome Array
System (Pierce, Boston Technology Center). |

Induction and assessment of ex " imental autoimmune encephalymyelitis (EAE

Female SJiJJ mice were immunized subcutaneously with 100 pg of the
proteolipid protein (PLP) 135-151 peptide emulsified in complete Freund’s adjuvant
supplemented with 800 ug of Mycobacterium tuberculosis H37 Ra (Difco
Laboratories). Mice.also received intraperitoneal m_]ect:ons with 400 ng of pertussis
toxin (List Biological Laboratones) at the time of immunization and 48 hours later.
Animals were scored daily for clinical signs of EAE according to the following scale: 0,
no disease, 1, limp tail; 2, hind limb wealmess or partlal panlysls 3, complete hmd

limb paralysis; 4; front and lund Hmb. paralyms, and 5, moribund. The mean chmcal

- SCOre Was caleulated by averaging the mdnndual.scores of the micé in each group. -

IL-iil administration in vivo ) ) _

Mice sensitized for EAE were given ilitrapaiténﬁl injections of murine IL-21
at 100 ng/day or 1 pg /day in 0.2 mi of PBS. The controi mice were dosed with 0.2 mi
of saline. Treatment began on the day prior to immuniit_l_tion with the PLP ;30,151
peptide and c&nﬁnuqd on altmme days for a total of ten doses |

Proliferative nse and cytokine production induced by murine IL-21

The effect of IL-21 on the induction and expansion of MOG 3s ss-#pecific T cell
responses was evaluated. The results indicate that IL-21 induces proliferation of
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lymphocytes in a dose dependent manner. In Figure 1A and Table 1, lyinphoc_yteé
cultured with 20 ng/ml of IL-21 showed significant 3.5-fold increase in prolifqation
as compared to cells stimulated with peptide alone. Upon titration cb.f the cytokine, the
cells exhibited a similar proliférative capacity as the control cells.

~ Table 1: Lymphocyte proliferation in lhe.presence of IL-21

Control IL-21 _

Dilution  CPM/bgd CPM/bgd  ng/ml
1:50 114  ° 357 .20
1:250 095 3.01 . 4
1:1250 1.04 2.02 0.8
1:6250 149 . 1.86 0.16
1:31250 113 1,70 0.032
1:156250 dil 1.77 1.45 0.0064

Figure 1B shows increased proliferation of T cells from proteolipid protein
(PLP) transgenic mice cultured at the indicated concentration of ‘murine IL-21 (ng/ml)
compared to cells treated with only 1 pg/ml of PLP.

To identify whether the proliferative T cell response could be correlated with
cytokine production, lymphocytes were cultured with IL-21. IL-21 induced increased

secretion of the Th2 cytokine, IL-10, 2s compared to untreated cells.-This response w-as_

saturable (Figure 2 and Table 2) and at the highest tested concentration of IL-21 (25
ng/ml), cells pmdgced'appmxiﬁ:qtely 2.5-fold more IL-10 than the _cbngroi group.

Table 2: 1L-21 induces IL-10 secretion

IL21  IL-10 detected
- (ﬂgaml) (pg/ml)

189.3
5 260.8
10 4573 -
15 466.8 -
20 486.1
25 515.0

3l
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Figure 3 shows a decrease in secrétion of IFNy by spleen cells treated with the
indicated concentrations of murine 11.-21 compared to control cells. Addition of IL-21
to MOG 33-55-stimulated spleen cells from immunized mice results in a two-fold
decrease of IFNy, whereas addition of IL-21R yields a two-fold increase. When lymiph
node cells were treated with IL-21, IFNy levels were decreased from 20,000 pg/ml
(control) or 15840 pg/ml (mock treated) to 3260 pg/ml (IL-21 treated).

The changes in cytokine secretion upon IL-21 or IL-21R treatment are

summarizéd as follows in Table 3.

Table 3: .Ch'ang in Cytokine Secretion

21 Treatment '_ IL-2IR Treatment
Increase IL-10 IL-12, IFNy, TGFP
Decrease IL-1a, IL-2, IL-6, . None.
. IFNy; IL-18
No Change IL-1B,IL4,1L-5, . - " IL-1a, IL-1B; IL-2,
1L-12, IL-13, TNFo, TGFp, MIP- la., IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,
GM-CSF 1L-18 TNFu,MIP 1a, GM-CSF

Development of EAE in mice treated with T1.-21

To determirie the role of IL-21 in the development of EAE, mice were .
immunized with the mcephahtogm:c PLP 139-151 pepude in CFA _pjg_patussls toxin
and treated them with a prophylactic regimen of IL-21. The clinical course of EAE was
comipared in mice treated with saline or IL-21. ' '
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Table 4 documents average changes in cytokine secretion in two exemplary PLP
cultures treated in the presence or absence of murine IL-21. The cytokine level in the
untreated control cells is normalized to 100.

Table 4
" Cytokine Control Treated w/
. . mIL-21

L2 100 59

IL5 100 73

IL6 100 56
IL10 100 250

IFNg 100 39

TNFa 100 56
GMCSF 100. 15

As shown in Figures 4 and 5, control mice were highly susceptible to disease.
In contrast, mice treated with either a low (100 ng/day) or high (1 pg/day) dose of IL-21
had less severe clinical scores.

Flgure 5.and Table 5 shows a decrease in the severity of EAE in mice treated
with either a low (100 ng/day) or high (1 ug /day) dose of murine IL-21 compared to

control mice.

Table 5 U
Day NaCl 100mgIl-21" 1 pg IL-21
8 0.7- 0.0 - 0.1 -
10 29 0.0 0.8
12 2.8 1.0 0.8
14 33-- - 1.0 1.0
16 35 .12 1.7
18. a5 1.6 1.9
.21 3.5 . 14 1.9
23 .36 1.3 2.4

25 3.8 - 17 . 2.1

Our findings indicate that TL-21 is involved in modulatmg EAE progressnon and

15 this pathway be mediated by upregulauon of lL-lO
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The contents of all references, pending patent applications and published
patents, cited throughout this application are hereby expressly incorporated by

reference.

Egquivalents _ _
Those skilled in the art will recognize, or be able to ascertain using no more

than routine experimentation, many equivalents of tIi_e specific embodiments of the
invention described hereii. Such equivalents are intended to be encompassed by the

following claims.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A method of ameliarating a symptom of multiple sclerosis in a subjéct, the
method comprising:

administering to the subject an agonist of an interleukin-21 ([L-2i)lIL-2_l
receptor (IL-21R), in an amount sufficient to ameliorate a symptom of multiple’
sclerosis, wherein said agonist is selected from the group consnstmg of an IL-21
polypeptide, an-agonistic-anti-IL21R antibody and an antigen-binding ﬁagmt of an
agonistic anti-IL.21R antibody.

2. The method of claim 1, wherein the agonjsi is an IL-21 polypeptide that
comprises a sequence at Jeast 90% identical to the amino acid sequerice of SEQ ID
NO:2 and is capable of binding to an IL-21R.

3. 'I.‘h_e method of claim 1, wherein the agonist is an IL-21 polypeptide that
comprises a sequence at least 95% identical to the amino acid sequence of SEQ ID
NO:2 and i$ capable of binding to an IL-21R.

4. The method of claim 1, wherein the agonist is an IL-21 poly:bcptide that
comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO:2.

S o e

5. The-method of claun 1, wherein the agomst is an agomst:c anu-ILZIR
antlbod}gor an antxgen—bmd.mg fragment thereof

6. The method of claim 5, wherein the agonistic anti-IL21R antibody is'a
human antibody. .

7. The method of claim 1, further comprising administering to the sibject at
least one anti-inflammatery agent: ' o
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8. The method of claim 7, wherein the anti-inflammatory agent is selected fmm'
the group consisting of IFN P -1a, IFNP -1B, TNF antagonists, IL-12 antagonists, IL-23
antagonists, methotrexate, leflunomide, sirolimus (rapamycin), and CCI-779.

9. The method of claim 1, wherein the subject is a mammal.

10. The method of claim 1, wherein the 1L-21/IL-21R agonist is administered in

the form of a single dose.

11, The method of claim 1, wherein the IL-21/IL-21R agonist is administered
as a series of doses separated by intervals of days, weeks or months.

12. The method of claim 1, wherein the IL-21/IL-21R agonist is administered

By injection.

13. The method of claim 12, wherein the IL-21/IL-21R agonist is injected into

the central nervous system.

14. The method of claim 12, wherein the IL.-21/IL-21R agonist is injected
intrathetically or intravenously. ——

15. The method of claim 12, wherein the IL-21/IL-21R agonist is injected irito
the Tumbiir carebrospinal fluid. '

. 16. The method of 1, further comprising evaluating a subject for risk of-

multiple sclerosis by evaluating an IL-10 parameter of the subject. -

17. The method of 1 , further comprising, prioi' to the'gdﬁhﬁstexing, evaluating
an IL-10 parameter of the subject.

56
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18. The method of 17, further comprising, after to the administering, evaluating
anIL-10 parameter of the subject, wherein an increase in the IL-10 pmmeter indicates
a therapeutic effect.

19. The method of 1, further compnsmg, after to the adnumstenng, evaluanng,
an IL-10 paramieter of the subject.

20. A pharmaceutical composition comprising an H.-21/IL-21R agonist and an
anti-inflammatory agent, wherein said IL-21/IL-21R agonist is selected from the group
consisting of an IL-21 polypeptide, an agonistic anti-IL21R antibody and ‘= antigen-
binding fragmient of an -agon!'stic anti-IL21R antibody.

2]. The pharmaceutical composition of claim 20, wherein the IL-21
polypeptlde has a sequence at least 90% identical to the amino acid sequence of SEQ
ID NO:2 and is capable of binding to an IL-21R.

22. The pharmaceutical composition of claim 20, wherein the IL-21 .
polypeptide has a sequence at least 95% identical to the amino acid sequence of SEQ
ID NO:2 and is capable of binding to an IL-21R.

23. The pharmacéutical éomposiﬁon of claim 20, whaﬁn said II:-21/IL-21R
agonist comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO:2.

24. The pharmiaceutical composition of claim 20, wherein the snfi-
inflammatory ageat is selected from the group consisting of IFN B <1a, IFN -1, TNF
antag;mist_s, lL- 12 antagon_ists, IL-23 antngtlmis_ts, methotrexate, leflunomide, sirolimus
(rapamycin), and CCL-779. ' S

25. The pharmaceutical cémposition of claim 20, wherein the agonist is an

' agonistic anti-IL2IR antibody or an antigen-binding fragment thereof.
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26. The pharmaceutical composition of claim 25, wherein the agonistic anti-
IL21R antibody is a human antibody.

27. A phanmacoutical composition comprising an IL-21/1L-21R agonist and a
protein that simulates myelisi basic protein; wherein said IL-21/IL-21R agonist is
selected from the group consisting of an IL-21 polypeptide, an agonistic anti-IL2 1R
antibody and an antigen-binding fragment of an agoriistic anti-IL21R antibody.

28. The phannaceutical composition of claim 27 wherein the IL-21/IL-21R
agonist is a protein that compnses an IL-21 polypeptide, and the protein that simulates
myelin basic protein comprises glatm\mer acetate.

29. A method of ameliorating multiple sclerosis.in a mammalian subject, the
method .comprising:

administering to the subject an mterleukm—Zl (IL-21) polypeptide in an amount
sufficient to ameliorate multiple sclerosis, or at least one symptom of multiple sclerosis
in the subject.

30. The method of claim 29 wherein the subject is human, and the IL-21
polypeptide is a huinan IL—21 polypepude

— et

31. The method of claim 30 wherein t_he.IL—ZII polypeptide comprises SEQ ID

‘NO:2.

32. The method of clalm 30 wherem the IL-21 polypepnde is recombmantly
produced: :

33.  The method of claim 30 wherein the lL-2l polypepude is mcombmmﬂy

- produced in a bacterial cell.

3.4. A method of modulating an IL-10 deficiency, or a disorder associated with
an 110 deficiency in a mammalian subject, the method comprising:
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administering to the subject an interleukin-21 (IL-21) polypeptide in an amount

sufficient to increase IL-10 expression or activity in the subject.

35. A method of treating or preventing an immunological disorder in a
mammalian subject, the method comprising;

evaiuating an IL-10 parameter in a mammalian subject and

administering, to the subject, an mterleukm—Zl (IL-21) pelypephde n-an amount
that is dependent on results of the evaluated IL-10 parameter

36. The method of claim 35 wherein the IL-10 parameter comprises
quantitative information about levels of IL-10 protein or IL-10 mRNA.

37. The method of claim 35 wherein the IL-10 parameter comprises
quantitative information about levels of IL-10 protein activity.

38. The method of claim 35 wherem the immunological d:sorder isa
neurological disorder.

39. The method of claim 38 wherein the subject is human and the

immunological disorder is multiple sclerosis.

g o8

40. The mel'.hod of claim 38 whereiri the immunological dlsorder causes
damage or a]teranon to myelm sheaths. ’

41. A method of cvaluahng treatment of multiple sclerosis i ina mammallan

subject, the method comprising:
adm:mstermg, to the subject, an agomst of an interleukin-21 (IL-21)IIL-21

receptor (1L-21R) and
evaluatmg an IL-lO parameter in the: subject.
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42. The method of claim 41 further comprising administering to the subject a
second dose of the agonist, wherein the second dose is administered as a function of the

evaluated IL-10 parameter.

43. The method of claim 41 wherein the agonist is selected from the group
consisting of an IL-21 polypeptide, an agonistic anti-IL.21R antibody and an antigen-
binding fragment of an agonistic anti-IL21R antibody.

.44. .The method of claim 43 wherein the agonist is an IL-21 polypeptide.

45. The method of claim 44 wherein the subject is human, and the Hril
polypeptide is a human IL-21 polypeptide.

46.. The method of claim 44 wherein the IL-21 polypeptide comprises SEQ ID
NO:2.

47. An article of manufacture comprising _
_ (i) a container with one or more unit doses of a pharmaceutical
composition comprising an IL-21 polypeptide; and
(ii) instructions for administering the unit doses iq a.subject that has, or
is suspected of having, multiple sclerosis. '

' 48. Thearticle of 47 whierein the inatructions are provided on a iabel.

49. The article of 48 whercin the label is affixed to an external surface of the

contain_er.
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ABSTRACT _
Methods and compositions for modulating interleukin-21 (IL-21)1L-21 feceptor
(MU-1) activity using agonists of IL-21 or IL-21 receptor (“IL-21R" or “MU-1"), are
disclosed. IL-21/IL-21R agonists can be used by themselves or in combination with
anti-inflammatory agents to treat, ¢.g., ameliorate, symptoms associated with
immunological disorders of the nervous system, e.g., multiple sclerosis.
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SEQUENCE LISTING

INTERLEUKIN-21/ INTERLEUKIN-21 RECEPTOR

<130>

<150>
<151>

<160> 13
<170>
<210> 1

<211> €617
<212> DNA
<213>

<400> 1
gctgaagtga

tggcaacatg
caaatcaagc
tgttgatc;g
agatgtagag’
gtcagcaaat
gaaaccacct
tgattcttat
aaagatgatt
taacttgcag
.tattccaagt
<210> 2°

<211> 131
<212> PRT
<213>

<400> 2

16158-013R01

US 60/456,820
2003-03-21

Homo saplens

aaacgagacc
gagaggattg
tcccaaggtc
ctgaaaaatt
acaaactgtg
acaggaaaca
tccacaaatg
gagaaaaaac
catcagcatc
ttggacacta

ggaggag

Homo sapiens

PatentIn version 3.2

aaggtctagc
tcatctgtct
aagatcgcca
atgtgaatga
agtggtcagc
atgaaaggat
cagggagaag
cacqéaaaga
tgtcctct;g

tgttacétac

tctactqttg
gatggtcatc
catgattaga
cttggtecct
tttttecetge
aatcaatgta
acagaaacac
attcctagaa
aqéacacgga

tctaatatag

gtacttatga
ttcttgggga
atgcg§caac
gaatttctge
tttcagaagg
tcaattaaaa.
agactaacat
agattcaaat
;gtgaagatt

tagtgadagt

TREATING IMMUNOLOGICAL DISORDERS USING AGONISTS OF

gatccagtcc
cactggtcca
ttataéatat
cagctccaga
cccaactaaa
agctgé;gag
gccctteatg
eaghtetcca
cctggggétc

cattictttg

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

1

5

10-

15

Gln Leu Lys Asn Tyr Val Asn Asp Leu Val Pro Glu Phe Leu Pro Ala

20

25

30

60

120

180

240

. 300

360
420
480
549
600

6172




Pro Glu

35

Gln Lys

50

Ile
65

Asn

Ala Gly

Tyr Glu

Leu Gln Lys

Asp Val

Ala

Val

Arg

Lys

Gln

Ser

Glu Thr Asn
Leu Lys Ser

Ile Lys Lys

Cya
40

Ala
55

Leu

70

Arg
85

Lys
100 °

Met

115

Glu Asp

130

Ser

<210> 3

<211> 3072
<212> DNA
<213> Mus

<400> 3
- gagaaccaga

ggacccttgt
aagggccaga
aaatgtatga
:actgtgagcq
gaaacaat;a

‘'ggaggggagyg

musculus

ccaaggccect
ctgtctggta

tcgectectg

aaatgact;g'

tgcagctttt
gacattcatc

aaagaaacad

aaaggacacc taaagaéttc

égcatctctc
ggactgagga
tgggattgca
_ gttaagatcc
ctgtcaacat

gtgcttctca

ctagaacaca

gacgccggac

agtggagaag
tttcgeccat
ggaaaatctc

agctgtgget

Gln Lys His

Pro Pro Lys

Ile His Gln

Arg
Glu

His
120

gtcatcagct
gtcatcttct
attégacttc
gatccfggac
g%ctgtttté

attgacctcg

aagcacatag-

ctagaa;gaq
taggacccga
actatagacg
tacgatacgt
taactaagca
aactcaacaa

tcatcttatt

Glu Trp Ser

Asn Thr Gly

Lys Arg-Lys
75

Leu Thr Cys
90

Phe Leu Glu
105

Leu Ser Ser

cctggagact
tagggacagt
gtcaccbtat
ttctatcagc
agaaggccaa
tggcccagcet
ctaaatgccc
taahatgéct
-agﬁttcctga
ctc;cgaaﬁg

tatgataaga

gacattgtgg:

gagcccagcet

gcccaactgt

Ala Phe
45

Asn Asn
60

Pro Pro

Pro Ser

Arg Phe Lys

Thr
125

Arg His

cagttctggt
ggcccataaa

tgacattgtt

tccacaagat

actcaqgéca
caggaggagg
ttcéiétg;t
ccttcaaaag

ggatc&gaga

Ser

Glu

Ser

Cys

Cys FPhe

Arg Ile

Asn
. 80

Asp Ser

95

Ser Leu

"110

Gly Ser-

ggcatggaga

tcaagcccee

L e ]

gaacagctga

gtaaaggggc

tcaaaccctg

ctgcctgeca

tcgtatgaga

atgattcatc

agattccega *

caggagtaca -tcttgectet

acaactcaga ’

ttccctgcac

‘tcccgtgtca

gacattcttt

aaagctatag
agactccatg

gggatttctg

gattggaagy

60

120

180

240

300

360
420
480

540

600

660

720

780 .

840

M




ggaaaactaa
acctcttatg
aaaattgaag
tactcattac
ggctttccag
tgagggtcac
gecttaagttg
aagatggcaa
ttttecaagtt”
ctccagccte
aaaaagcaat
taaatccaac
gttccagttt
tgagcaaata
aaagtctaca
aaaatggatc
tctgtacetc
cagactagtg
aactttaaaa
cattatacac
qtgctc?aaa
" agtctccatg:
gtgattttta
" aatcactgac
ttgtategtt”
ag?gtaé;ct
agtcctttga
gtgtccatga
aacaagaatg

gagttttaat

agcttttagce
atcctaacgg
tctttattct
cacaaacatc
ataggtacag
ccctggettt
ccttectece
tgaaagcctg
tgtagctcte
agtctcectct
ccaaacaagt
catctattta
ta@acagact
gttttgccat
aagctétttt
tgagatccaa
acagtgcctt
ttaactgatt
atatgtattg
acataqccc;
gctga;gcag
ttttattett
tatttaagac
qatétctaat
tggaaaagcc

agacaaaatt

cattattgtt.

aégttgccac
tggggctttc

gttttgagta

aaaaatacag
aatgatgtaa
ttaagaaaaa
tagcatattyg
tttttettet
cactgttttt
aatgtcaagt
tggaagtgca
acctcaaqtg
cccacatect
tcagcactta
aaatcaaaat
tttactgaac
ttgatataat
ccctqgagtg
gcatggcctg
taaaacaagc
cccagaaaag
caaagaactt

cgtaagtgtc

agatgecagtc’

ttgttgttt?
aatgtat{;a
caaéaagtad
agtgaaggct
gcacagcagt
cactgtgggt
tggtgtaagc
ctaagtctat

ctcttacagg

ctagggaatt
gctggaaata
ctttgtactt
ataactaaca
ctattaggtc
ctaaagaggc
tectttataa
aacctcacta
gttatgggtg
ttcctttctt
agacacattg
caggagatga
atcccaatct
ttccaacagt
gtatcatcge
ggggatggtt
agagatcccg
tgtcacaatc
gtgtaéctgt
caatggtgct
cftcacia;g-
tggctgtata
tttt;gtggé
aaataattca
tcépcact;g
cttgaaccte
gggaacacat
tttttttggt
tctgtatttt

aacacctgac

tgtcgatctg
ataagcataa
gaaagcatgt
tetttatact

tatcaaaatt

aagggtgtag

cgagagtaag
gatgaaattg
ctgaagagtt
ctacaagaga
taapctatta

taagaagcag

gctaatagtt- taatcttgtg

tcttctggag
tcctgigatg
tcctetttga
catgcacact
gccaagpga;
tttaaccaca
atgtttcaat
tttgagaatt
ttgatctaag
tgtaccgccc
agaaccaacg
aaatqtgtga
agcattggtt
c&atgaédga

actgttgact

‘tttattgttc

atgcagcaca
ccatgggaaa

tctgtgctea

ccaagtagaa
aatctgctag
aacttqtaag
tttgataagt
Fagabqttct
gaggctaaat
gtcaagttaa
tcttatggtt
gaaaaaggtg
taagataéca
'cattptqgta
.ctg;tgatga
gctgagtttg
cagagagggg

ﬁcqtgécaﬁt

.tagecctttta

‘ggctaagage

gctécgcttt

agactcagcc

tggacctgac acactgttgt

tttcattctc
attctgaact

cacacttttg

ttatctgtag

.tcgtatgtct

agttaaattt

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
zioo
2160
2220
2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



tatcccaagt
acatacatac
-atatatatag
taggagttca
tgaataaatt
tgagaattta
tttggttttyg
acccagtccg
<210> 4

<211> 122
<212> PRT

<213> Mus

<400> 4

Pro Asp Arg Leu Leu Ile

1l

Gln Len Lys

Pro Gln

Gln Lys Ala

50

Ile
65

Ile Asp

Gly Gly Lys

Tyr Glu Lys

Leu Gln Lys

115

<2105 §

<211> 2665
<212> DNA
<€213> Homo

Asp

gtgatattta
atatatatat
agagagagag
gaggaaatca
catagcatta
gttttaatat
aatgtttgtg

ga

musculus

S

Ile
20

Tyx
Val Lys
Leu

Lys

val
70

Leu

Gln
85

Lys

Arg Thr

100

Met Ilg

sapiens

gttgttcaaa
atatatatac
agagagagag
gttatggccg
ttgatctatg
gaatgatgta

ttcatggctt

aagggaaggqg
atatatatat
agagaaagag
ttaatactgt
ttattgctct
ctttataact

cttatttaag

atatacatac
atatatatat
agagaggttg
agctgaaagt
gttttattta
taatgattat

acctgatcat

atacatacat
gtatatatat
ttgtéggtca
gttttctttg
cagtcacacc
téa;tatgta

attaaatgct

Glu
Gly
L}s
Ala
Lxé
Pro

His

Arg Leu
Asn Asp
His Cys
40

Pro Ser
55

Gln Leu
His Ile

Lys Glu

Gln His
120

Arg

Leu

Glu

Asn.

Arg.

Ala

Phe
105

Leun

His
10

Asp

His

Pro.

Arqg

Lys

90

Len

Ser

Leu

Pro

Ala

Gly

Arg

75

Cys

Gl

Ile

Glu

Ala

Asn

60

Leu

Pro

Arg

Asp
Leu
Phe
45

Asn
Pro

Ser

Lau

Ile Val Glu
15

I.eu Ser Ala
30

Ala Cys Phe

Lys Thr Phe

P A ——

Ala Aré'nxg
‘B8O

Cys Asp Ser
95

Lys Trp Leu
110

2700

2760

*2820

2880
2940

3000

. 3060

3072

q\



<400> 5
gtcgactgga

tgactcgggé
ctgtcacccc
ahacggaatg
gcgtggetgg
cétegtetge
ccaccccage
cacctcctge
catégatgta
tggcaactac
ccctttcaac

cgaagaccct

ccggggagac

tgtctecectce

) agggcccatg

ctttcagacc
cctgettgtc

gctatggaag

" gggctgcagce

gctgggacee

acggagceeg

'gtctgabég;-
. ttacagtgag
" agatgcagag

ggagctggat'

gagcacaatc
gggaagcétc
actgccetgg
ggccggcct§

tgtggagtgt

ggceccagetg
tgggtgtgga
cacgctgaac
gatttctgag
gccgccccect
tacaccgatt
acgctcaccce

agcctccaca

‘ttccacttca

tcccaggagt
gtgactgtga
gecttctaca
ccétgggdtg
ctccecectgg
cctggctcct
cagtcagagg

atagtctteca

.aagatatggq§

ggagacttca
tggagccca§
gccaaé;ggé
gigcccaagc
gagagggatc
gggccatgca
9Ct99;ét99
ctgtcctgtg
ctggatagac
ggtggceggt
gaﬁatgéaca

gacttcacca

cccgtcatca
ttctgaccce
ccagctgcca
aaagaagccg
tgctcctgcet
acctccagac
ttacctggca
ggtcggeccca
tggccgacga
gtggcagctt
ccttetcagg
tgctgaagag
tgagtccgag
agttccgeaa
cctaccaggg
agttaaagga
ttectgectt
ccgtccccag
agaaatgggt
aggtgcecte
tgcagctcac
c;agcttdtg
gg;catacég
ccéééccctg
agcccagécc
gcégtgtctc
taaagcqacc
cgégtggagq

cgtttgacag

.gccccgggga

gagtgacagg
aggcctetge
cecccagaag
aaacagaagg
gctgcéccag
ggtcatctgc
agaccagtat
caatgccacg
cattttcagt
tctcctgget
acagtataat
caagcttcag
gagaaagctg
agactcgagc
gacgtggaét
aggctggaac
ctggagcctg
ccctgagegg
gggfgcgccc

caccctggag

ggagctacaa.

gccqahagéc
tctg;tgt?c
cagéigtgag
aggcctagag
agctggcagc
ccttgcagat

ggtctcagag

tggctttgtg

cgaaggaccc

tcttatgaca
ctgectttete
cccatcagac
cccgtgggag
ggaggctggg
atc;tggaaa
gaagagctga
catgccacct
gtca;catca
gagagcatca
atctcctgge
tatgaqctgc
atctcagtgg
tatgagctgc
gaatggagtg
cctcacctgce
aagacccatce
ttcttcatgce

ttcactggct

gtgpacagct

gaaccagcag

éagaactcgg

attgacacag

gatgacggct’

gacccactct

cctgggctag

ggggaggact

agtgaggcgy
ggctctgact

ccccggaget

gcctgattgg
agaccctcat
tgcccecage
tcagcatgcc
gctgeccccga
tg£ggaacct
aggacgaggc
acacctgcca
cagacgcagtc
agccggctcec

gctcagatta

agtacaggaa

actcaagaag
aggtgcggge
acccggtcat
tgcttctcet
cattgtggag

ccctgtacaa

ceageetgga

gccacecace
agétggtgga
ggggeteage
fgactgtgct
acccageccet
tggatgcagg
gagggcccct
ggéctggggg
gctcacccet

gcagcagece

acctccgeca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
-600
660
720

780

840.

900
960
1020
1080
1140
1200

1260

1320

1380
1440

1500

1560

i620

1680,

1740.

1800

4z



gtgggtggtc
actggatgtc
ctgtgatgtg
tacagtgtct
gtgtgtctta
cctgggataa
ggagctcacc
cagcegtect
tgtgggatca
aggagctgca
ggagtgagcc
ctgaatcccg
tgggctagag
cgatgtcacc
tcaaaaaaéa
<210> 6
<211> 538
<212> PRT
<213> Homo
<400> 6
Met Pro Arg

1

Gly Tfp'Gly

Val Ile Cys
35

Leu- Thr' Trp
50

Cys Ser Leu
65

Cys-His Met

attcctcecge
cagagctgge
aagacacctg
gtgtgtgtgt
ggtgcgcagt
tgcccatggt
catgtgcaca
ccctecetagg
gggeattgee
agaagtccat
catggtgacc
actctgatac
tttccttate
cgtgtacggt

aaaaaaaaat

sapiens

Gly Trp Ala

5

cactttcgag
caggccactg
cagcetttgg
gtgcatatgt
ggcatgtcca
actccatgca
agtgtgcaca
gtéttgtgtt

tgtgactgag

attgttcctf.

tcgggaatgg

cttctggcetg
cagacagtgg
acgcagccca

ctaga

Ala Pro Leu

ccectggacee
ggccctgagce
tctcctggat
gtgtgtgtgc
cgtgtgtgtg
ttcacctgce
gtaaacgtgt
gcaagttggt
géggagccca
atcacctgec
caattttttg
tgctacctga
ggaaggcatg

gagcagaccc®

Leu
10

Leu

Leu Leu

caggccagct

cagagacaag

gggcctttga

atatgcatgt

tgattgcacg

ctgtgcatgt-

ttgtggtcaa
ccacagcatc
gccc;ccagc
;acaggaagc
ggcggeccct
gccaagtcge
acacacctgg

pcaataaacg

aatgaggctg
gtcacctggg
-gcctgatgtt
gtgtgtgtgt
tgectgtggg
ctggactcac
cagatgacaa

tccggggett

gtctgectce

gaaaggggat
ggacgdaggt
cteceectete
gqgaaattbé

tcagcttect

- e e *

Leu Gln Gly

15.

Cys Pro Asp
20

Ile Leu Glu
Gln Asp Gln

His Arg Ser
70

Asp Val Phe
85

Leu Val Cys

25 -

Met Trp Asn
40 -

55

Ala Hip Asn

His Phe Met

Tyr Glu Glu

Tyr

Leu

Leu

Ala

Ala
S0

Thr

His

Lys

Thr
75

‘Asp

Leu
30

Asp Tyr

Pro Ser Thr

45

Asp Glu Ala
60 :

His Ala

Asp Ilé Phe

Glh Thr .

-Leu Thr

.Thr Ser

‘Tyr Thx
80

Ser Val
95

1860

1920

~1980

2040
2100

2160

. 2220

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2665

93



Asn

Thr

Pro

145

Arg

Ser

Asp

- Ser

Thr
225

Leu

Thr-

Pro
Lys
Pro
305

Pro

Ile

Leu

Phe

130

Ala

Asn

Val

Ser

Tyr
210

Gln

Leu

His

Glu

Thr

Ala

115

Ser

Phe

Arg

Asp

Ser

195

Gln

Ser

Leu

Pro

275

Lys

290

Trp

Pro

Trp

Ser

Arg

Asp

100

Glu

Gly

Tyr

Gln

Ser

Gln

Met

Ser

Ile

Tyr

Leu
150

Gly Asp Pro

Ser
180
Tyr

Gly

Glu

Leu
260
Phe
Val

Pro

Ser

165

Arg

-Glu

Thr

Glu

Val

Ser
Leu
Trp
Leu
?30

Ilg

245

Trp
Phe
Gl?
Glu

Pro
325

Arg
Met

Ala

Gly
Lys
Asn
135
Lys
Tzp
val
Gln
Ser
215

Lys

Va;

Pro

Pro

- 295

Yal
310

Ala

Pro

Lys

Asn

Pro

120

Ile

Gly

Ala

Ser

Val

200

Glu

Glu

Phe

Trp

Leu

. 280

Phe

Ser

Arg

Ty

105

Ala

Ser

Lys

val

Leu

185

Arg

Trp

‘Gly

Ile

Lys

265

Tyr

Thr

Thr

Leu

Ser

Pro

Trp

Leu

Ser

i70

Leu

Ser

Trp

Pro
250

Lys

Lys
Gly

Leu

Gln
330

Gln

Pro

Gln
155
Pro
Pro
Gly
Asp
Asn
235
Ala
Ile
Gly
Ser

Glu
315

Leu

Glu
Phe
Ser
140
Tyr
Arg
Leu
Pro
Pro
220
Pro
Phe
Trp
Cys

Sef
300

Val.

Thr

Cys

Asn

‘125

Asp

.Glu

Rrg
Glu
Met
205
Val

His

Trp

lnla.

$9r
285

peu

Gly Ser
110
Val Thr

Tyr Glu

Leu Gln

Lys Leu,

175

Phe Arg
190

Pro Gly

Ile Phe

Leu Leu

Phe

Val

Asp

Tyr

-160

Ile

Lys

Ser

Gln

‘Leu

240

Ser.Leu. lys

255

Vai Pro
270

Gly-nsp'

Glu Leu

Tyr'Sé} C}s

Ser

Phe

Gly

Ris
320

Glu Leu Gln Glu
335 .

94



Pro
Pro
Arg
Glu
385
Pro
Ala
Leu
Trp
465
Pro
Ser

Glu

Pro

Ala

Thx

Pro

370

Gly

Leu

Leu

Gly

Lys

450

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu-

Glu
Ala
355
Tyr
Pro
Asp
Leu
Ser
435
Pro
Gly
Ala

Cys

Pro

Leu
340

Gln

Gly

‘Cys

Asp

Val

Aﬁn

Leu

Thr

Asp

405

Ala

420 -

Pro

Pro

Arg

Gly

Ser

500

Pro

515 °

Ser

530 -

<210>

<211>
<212>
<213>

<400>

gctfétctga ccgcaagtct gcccatccct ggggcagcca actggcctca gcccgtgece

- 7
2628
DNA
Mus musculus
7 ; . : ] )

gtcgacgegg cggtaccage tgtctgecca cttctcectgt ggtgtgecte acggtcactt

Ser

Gly

Leu

Ser

Leu
485

Ser.

Arg

Pro

-

Glu
Ser
Val
Trp
390
Ala
Gly
Leu
Ala
Pro
470
Asp
Pro

Ser

Gly

Ser
Gly
Ser
375
Pro
Gly
Thr
Gly
Asp
455
Gly
Met
Val

Tyr

Pro
535

Asp Gly
345

Gly Ser
360

Ile Asp
Cys Ser
Leu Glu

Thr Val
425

Gly Pro
440

Gly Glu
Gly Val
Asp Thr

Glu Cys
505

Leu Arg
520

éln Ala

Val

Ala

Thr

Cys

Pro

410

Leun

Leu

Asp

Ser

Phe

490

Asp

Gln

Ser

Pro
Tyr
val
Glu
395
Ser
Ser
Gly
Trp
Glu
475
Asp

Phe

Trp

Lys
Ser
Thr
380
Asp
Pro
Cys
Ser
Ala
460
Sqr
Ser

Thr

Val

Pro
Glu
365
Val
Asp
Gly
Gly
Leu
445

Gly

‘Glu

Ser

val
525

Ser
350
Glu

Leu

Gly

Cysa
430
Leu
Gly

Ala

Phe

510

Phe

Arg

Asp

Tyr

Glu

415

Val

Asp

Leu

Gly

Val
485

Trp

Asp

Pro,
400

Asp.

Ser

Pro

Ser
480

Gly

et ——

Pro Gly Asp

Ile Pro Pro

60

120



caggcgtgcc
tgccecagatg
ctggacttge
ctccgagtcce
atggctttct
aétggctgee
ctacactgac

catactcagt

cagcctacac’

gtctcaattc
ctcccaagag
cgtgactgtg
ctecaactac
_'cccctatgct
: tctecectgaa
gccaggcact
ccaggctggg
gatcattgtc
gatatgggcea
cgggaacttc
acagagttcc
: gtteccgggg:
tcactggtgc

" agaccggcea

gtgtgtetgy

cbgagagfct
ttgcggetgt
caggttgagg
tgggtcccecca

cacatttgac

ctgtctetgt
cceggetggt
acctgactga
cgctgtgact
gagaaagacc
ttactectge
tacctctgga
ctcacctggce
aggtctggee
ctgtccgatg
tgtggcagct
gccttcteag
gtgctgaggq
gtgaggccgg
gagttccaca

tcattcaggg

gagcccgagg

ctggttttca’

ccagtgccca
aagaaatggg
acaacaacat
cigccgggtc
ataatcccct
tatggtctgg
ccctgt;gct

ggccctaatt

gtctcaggta.

ctgtcatttg

ggaggggget

agtggctttg

ctggctgecce
cctcagecte
actcctgccc
cccacgceca
ctgaaggagt
tgattctceca
ccatcacctg
aagatgaata
acq;caccac
aagttttcat
ttgtectgge
gacgctatga
gcaagctaca
tgaccaagct
aagattctag
ggacctggag

caggctggga

tgggtctgaa’

cccctgagag

ttéatacccc

cagccttaca’

tggaagadca
tggcagctgg
tgtccattga

gtgaggatga

cagaggatct

gtggtctcag
caaaggaagg

ctgagagtga

.caggttcaga

cagccctact
aggactatct
acctcaaacc
ggagac;acc
aggtctggga
tggagcttygg
tgtcctggag
tgaggaactt
acatatatgg
tgtcaatgtg
tgagagcatc
tatctcctgg
atatgagctg
gatctcagtg
ctagcagchg
tgagtggagt
ccctcacatg
gatccacctg
tttcttceag

tttcécggcc

tctgtcattg-

acbggagtét
ccaa;cggté
cacagtgact
tggctatc;a
qctcttgch
gcttggagge
ggactggacq
agcaggttcé

ctgtggcagc

gtcttcctct
cagcagtgac
ttcacctecc
caagtgccce
cacagcatgc
agctgcctgg
acacggagcc
‘caggaccaag
tacacgtgcc
acggaccagt
aaaccagctc
gactcagctt
cagtatcgga
gactcaagaa
caggtgcggg
gaccccgtca
ctgctgctce
ccttggaggce
cccctgtaca
tccpgcatag
tatccageca
gatggaatgt
tcagcctaca
gtgggagatg
gcéa;gaacc
acagaccctg
tccécaggc#i
géagacccaa
ccecctggtc

cccgtggaga

gtgtaggctc
tccectgatt
accaccacca
agcctaaaga
cccggggece

acctcacttg

‘ccaaccccag

agaccttctg
atatgggett
ctggcaa@aa
cccecttgaa
atgacgaacc
acc¢tcagaga
acgtctctct
cachcctca
tctttcagac
tggectgtctt
tatqgaaéaa
gggagcacag
agttggtgee
ggéagaagaa
ctgagcctgg

gtgaggagag

.cagagggcct

tgqitgdtqg_

cttttctgte
gcctactgga

cctggagaac

tggacatgga .

cigatgaagg_

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960.
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
i740
1800
1860

1920



accccctcga
agcccagagce
atttacagtg
tgtgtgtgtg
gtctgttgct
attctcatgt
aataaaattg
tgtttggaga
ggagaggaga
aggggagagg
tgaggaggtg
caaagccaat
<210> 8

<211> 529
<212> PRT

<213> Mus

<400> B

Met Pro Arg

1

Ala Trp

Ile Thr
35

Leu Thr.Trp

50

Cys Ser
65

Cys His

Asn Val

Vai Leu Ala

Ser

Cys

Leu

Met

Thr

agctatctcc
agctagcata
tgaacatgta
tgtgtgtgtg
atgtattgta
ttacaaactt
gctgcaacca
tggagaagga
ggagaggaga
gaccatgagc
gccaggccag

tqaaataaca

musculus

5

Cys
20

val Leu

Gln Asp
Arg

His

Leu
85

Arg

Asp Gln

100

Glu Ser

Gly Pro Val
Leu Asp
Glu
Glu
Ser
70

§er

Ser

Ile

gccagtgggt
taataaccag
ggggtgtgtg
tgtecttgggt
atgctaaatt
gctgtgtaaa
attactggag
gagaggagag
ggagaggaga
ctgtggccag
cagttagaag

Ala Ala

Leu Thr

Cys

10

ggtcaggacc
ctatagtgag
tgtgtgtgtg
tgtgtgttag
ctctacccaa
ccttgttect
ggattagagg
accaagagga
ggagaggaga
gagaaacagc
agtagattag

aaaagcggcc

Leu
10

Tyr Thr

25

Thr Arg

Tyr Glu

55

Gly ﬁis

Gln Phe
Gly

Lys Pro

Ser,

Glu

Asn

Leu

Asn Asn

Ala

Pro.

Leu Gln

Thr Thr
15

Ser
90

Asp

Ser Gln

105

Pro Pro

Pro

cctccacctg
aagaggccte
tgtgtgtgtg
cacatccatg
agttctaggce
taatttaata
tagggggctt
ga;ggaggaa
ggagaggaga
aagtatctqgg
gggtgacctc

gctctaga

Leu Ile

Asp Tyr

Ser
45

Asp GlIn

His

Ilq

Glu. Val

Glu Thrx

Trp Tyr

‘Phe Ile

tggacagtgg
tgagecctgge
tgtgtgtgtg
ttgggatttg
ctacgaétga
ccqttggtta

ttgagttacc

ggagaggaga °

ggctgccgtg
ggtécaétgg

cqgtatttgt

Leu His Gly

15

Leu Trp Thr
30 -

Ile Léu Ser

Fhe

Thr
‘80

Val

95

Glu Cys

Asn

Gly Ser
110 )

Val Thr

Phe

Val

1980

2040

- 2100

2160

2220

.2280

. 2340

2400
2460
2520
2580

2628

¢4



Ala
Pro
145
Arg
Ser
Asp
Ser
Thr
225
Leu
Ris
Pro
:-Lys
" Pro

305

Glu

Phe
130
Serx
Asn
Val
Ser
Phe
210

Gln

Leu
Glu

Lys

280

Gin

Lys

Cys

Ala

115

Ser

Asn

Leu

Asap

Ser

195

Arg

Ala

3 Ala

Pro

Ser
275

Tzp

Ser

Glu

Asp

Gly
355

Gly
Tyr
Arg
Ser
180
Tyr
Gly
Giy
Val
Tzp

260

Phe

val

Ser

Lys

Arg

Val

Asp

165

Arg

Gln

Thr

Glu

Leu

245

Arg

Phe

Asn

Lys

- 325

Gly

340.

G}n

Met

Ala

Tyr

Leu

150

Pro

Asn

Leu

Trp

Pro

230

Ile

Leu

Gln

Thr

Thr

310

Phe

Ser

vVal

Asp
135
Arg
Tyr
Val
Gln
Ser
215
q;u
Ile
Trp
Pro
Pro
295
fhr
Pro

Glu

Ser

129

Ile

Gly

Ala

Ser

Val
200

.Glu

Ala

Val

Lys

Leu
280

Phe

Ser

ély

Pro

Ala
360

Ser

Lys

Val

Leu

185

Axg

Trp

Gly

Leu

Lys

265

Tyrx

Thr

'Ala-

Leu

Gly
345

Tyr

11

Trp

Leu

Arg

170

Leu

Ala

Ser

Trp

Val

250

Ile

Arg

Ala

Leu
Pro
339

His

Sér

Asp
Gln
155
Pro
Pro
Ala
Asp
Asp
235
Phe
Trp
Glu
Ser
His
315
Gly
frp

Glu

Serx

140

Tyr

vVal

Glu

Pro

Pro

220

Pro

Met

Ala

His

125

Ala

Glu

Thr

Glu

Gln

205

Val

His

Gly

Pro

Ser

T 285

Ser
300

Leu

Leu,

Glu

Ile
Ser
glu
Ile

Arg
365

Tyr Asp Glu

Leu Gln Tyr
160

Lys Leu Ile
175

Phe His Lys
190

Pro Gly Thr
Ile Phg Gln

Met Léu Leu
240

Leu Lys Ile
255

Val Pro Thr
270

e ——

Gly Asn Phe
Glu ‘Leu Val

Leu Tyr Pro-
320

Glu .Gln Leu
335

llé Pro Leu
350

Asp Arg Pro



12

Tyr Gly Leu Val Ser Ile Asp Thr Val Thr Val Gly Asp Ala Glu Gly
370 375 380

Leu Cys Val Trp Pro Cys Ser Cys Glu Asp Asp Gly Tyr Pro Ala Met
385 390 3585 400

Asn Leu Asp Ala Gly Arg Glu Ser Gly Pro Asn Ser Glu Asp Leu Leu
405 410 415

Leu Val Thr Asp Pro Ala Phe Leu Ser Cys Gly Cys Val Ser Gly Ser
420 425 430

Gly Leu Arg Leu Gly Gly Ser Pro'Gly Ser Leu Leu Asp Arg Leu Arg
435 440 445 -

Leu Ser Phe Ala Lys Glu Gly Asp Trp Thr Ala Asp Pro Thr Trp Arg
450 455 460

Thr Gly Ser Pro Gly Gly Gly Ser Glu Ser Glu Ala Gly Ser Pro Pro
465 470 475 480

Gly Leu Asp Met Asp Thr Phelnsp Ser Gly Phe Ala Gly Ser Asp Cys
485 490 495

Gly Ser Pro Val Glu Thr Asp Glu Gly Pro Pro Arg Ser Tyr Leu Afg
500 505 510

Gin Trp Val Vil Arg Thr Pro Pro Pro Val Asp Ser Gly Ala GIn Ser
. 515 520 525 N

Ser

<210> 9

<211> 16

<212>. PRT .
<213> Homo -sapiens

<400> 9
Met Pro Leu leu Leu Leu Leu Leu:Leu Leu Pro Ser Pro Lea' His Pro
1. 5 10 " 15

<210> 10

<211> 162

<212> PRT _
<213> Homo sapiens’



<400> 10

Met Arg Ser Ser Pro Gly Asn Met

1

ﬁal

Leu
Glu
65

Lys
Asn
Gly

Glu

Gln

145

Ile

Arg

Lys

50

Asp

Ala

Val

Arg

Lya

130

Lys

5

Phe Leu Gly Thr Leu Val
20
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TRATAR DESORDEN INMUNOLOGICO USANDO AGONISTAS DE
INTERLEUCINA - 21/RECEPTOR DE INTERLEUCINA — 21

REFERENCIAS CRUZADAS A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama prioridad de la solicitud Estadounidense serie No.
60/456,920, presentada en marzo 21, 2003, cuyos contenidos se incorporan aqul

como referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con métodos y composiciones para
tratar o prevenir desordenes inmunolégicos del sistema nervioso, por ejemplo,
esclerosis maltiple, usando agonistas de IL-21 /receptor IL-21, por ejemplo, un

polipéptido de IL-21 o un fragmento activo del mismo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El IL-21 humano es una citosina. En su forma madura, el tiene cerca de 131
amino&cidos en longitud y tiene una homologla de secuencia con respecto a IL-2,
IL4 e IL-15 (Parrish-Novak et al.(2000) Nature 408:57-63). A pesar de la baja
homologla en secuencia entre la citosina de intereucina, estas citocinas
comparten una caracteristica comdn que incluye una estructura caracteristica de
“Manojo de cuatro hélices”. La mayaria de las citocinas se ligan en receptores
citosina de la clase | o de la clase |l. Los receptores de citosina de la clase ||

Incluye los receptores para IL-10 y los interferones, mientras que los receptores de
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citosina de clase | incluyen los receptores para IL-2, IL-7,IL-9, IL-11-13 e IL-15, lo
mismo factores hematopoyéticos de crecimiento, leptina y hormona de crecimiento

(Cosman, D.(1993) Citocinas 5:95-106).

La IL-21R humana es un receptor de citosina clase | que estd expresado
por células linfoides, particularmente por NK, B y células T (Parrish-Novak et al.
(2000) supra). Las secuencias de &cido nucieico iiustrativas que codifican ia
intedeucina -21 humana (IL-21) y su receptor ({IL-21R) se describen en la WO
00/53761, WO 01/85792, Parrish-Novak et al. (2000) supra, y Ozaki et al. (2000)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:11439-11444, ya que son la secuencia de
renovacién comrespondiente. La IL-21R muestra una homologia alta de secuencia
a la IL-2 en la cadena $ del receptor y en la cadena o del receptor IL-4 (Ozaki et
al. (2000) supra). Luego de ligar el migando, el IL-21R se asocia con la cadena del
receptor de citosina gama comiin (yc) es compartida por receptores para IL-2, IL-3,
IL4, IL-7, IL-9, IL-13 e IL-15 (Ozaki et al. (2000) supra; Asao et al. (2001) J.
Immunol. 167:1-5). La amplia distribucién de linfoide de la IL-21R sugiere que IL-
21 juega un papel en la regulacion inmune. De hecho, los estudios in Vitro han
notado que la IL-21 modula significativamente la funcién de las células B, las
células CD4" y la células T CD8", y las células NK (Pamish-novak et al.(2000)
Supra; Kasaian, M.T. rt al. (2002) /mmunity. 16:559-569). Parrish-Novak rt al.
(2000) sugiri6 en la funciones de IL-21 activado a estimular proliferacién y
maduracion de las células asesinas naturales (NK), la proliferacion de las
poblaciones de células B maduras co-estimuladas con anti-CD40. y la proliferacién

de células T co-estimuladas con anti-CD3.

a4
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen métodos y composiciones para incrementar la actividad de,
y/o una interaccion entre, una interleucina -21 (IL-21) y un receptor IL-21 (También
definido aqul como "IL-21R" o "MU-1") usando agonistas IL-21 o IL-21R (También
referidos aqui como agonistas “IL-21/IL-21R" o “agonistas”). Tales métodos de
composiciones pueden ser usados para modular en desorden inmunolégico del
sistemna nervioso o una enfermedad o desorden asociado con deficiencia de IL-10.
por ejemplo, los métodos y composiciones pueden ser usados para tratar o

impedir la esclerosis miiltiple (MS).

Hemos mostrado, por ejemplo, que el tratamiento en ratones
profilacticamente con una agonista IL-21/IL-21R, por ejemplo, pofipéptido de
murina de IL-21, resulta de un mejoramiento de los sintomas de modelo de ratén
para encéfalo mielitis auto inmune experimental (EAE). La modulacién de los
sintomas de EAE fue detectada en modelos de ratdn generados usando
Glicoproteina de melina de oligodendracito (MOG) que es un péptido (Por ejemplo
MOG 35-55) y la protelna proteolipida (PLP; ejemplo, PLP 139-151). IL-21 indujo
proliferacién de las células T in Vitro. Los lifoncitos cultivados en la presencia de
IL-21 produjeron cantidades incrementadas de IL-10 y modelos diminuidos de
interferdn -y (OFN-y). De acuerdo a lo anterior, los agonistas de IL-21/IL-21R en su
actividad deben ser usados profilactica o terapéuticamente para tratar desordenes
inmunolégicos del sistema nervioso (por ejemplo, desordenes crdnicos

inmunoldgicos del sistema nervioso, incluyendo la esclerosis miuiltiple).

De acuerdo con lo anterior, en un aspecto, la invencién caracteriza un

método para tratar (por ejemplo, curar, suprimir, mejorar, reducir y retardar) o
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impedir ( por ejemplo prevenir el establecimiento de, o prevenir la recurrencia o
relapso de ese) un desorden inmunolégico del sistema nervioso (por ejemplo un
desorden crénico inmunolégico del sistema nervioso incluyendo esclerosis
multiple), en un sujeto. El método incluye : administrar al sujeto un agonistas de IL-
21/IL-21R, en una cantidad suficiente para modular la actividad celular inmune y/o
numero {por ejemplo, para modular niveles de citosina, por ejemplo expresion de
citosina, produccidén y/o liberacién), tratando asl o previniendo el desorden
inmunolégico del sistema nervioso, por ejemplo, la esclerosis multiple. en una
modalidad, el agonista IL-21/IL-21R es administrado antes del establecimiento de
los sintomas para, por ejemplo, retardar o impedir el establecimiento de, o impedir
la recurrencia o relapso de, los sintomas. Por ejemplo, el agonista de IL-21/IL-21R
puede ser administrado cuando un sujeto, por ejemplo, un paciente MS, esta en su
remisién. En otra modalidad el agonista IL-21/IL-21R es administrado después del
establecimiento de los sintomas o durante un ataque. Los sintomas generales y
los activos de MS incluyen temblor, coordinacion pobre, dificultad en el caminado,

y otros problemas.

El agonista IL-21/IL-21R puede ser administrado en sujeto, solo o en
combinacién, con otras modalidades terapéuticas como se describe aqui.
Preferiblemente, el sujeto es un mamifero, por ejemplo, un humano que sufre de

un desorden inmunolégico del sistema nervioso, por ejemplo, esclerosis miltiple.

En una modalidad, el agonista IL-21/IL-21R interactGan con, por ejemplo, se
liga a, IL-21 o IL-21R, preferiblemente, de mamiferos, por ejemplo IL-21 o IL-21R
humano, e incrementa la potencia una o mas actividades del IL-21 y/o IL-21R. Un
agonista de IL-21 se ha referido aqul como un “agonista IL-21", y un agonista de
IL-21R se ha llamado como un “agonista IL-21R". Un polipéptido IL-21 es en si
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mismo un atomista IL-21R. Los agonistas preferidos serian IL-21 o IL-21R con una
alta afinidad, por ejemplo, con una afinidad constante de por lo menos cerca de
10’M", preferiblemente cerca de 10°M", y mas preferiblemente, cerca de 10°M™ a
10'""M" o mas fuerte. El agonista IL-21/IL-21R puede ser, por ejemplo, un
polipéptido de IL-21 o un fragmento activo del mismo, una proteina de fusién de
IL-21, un agonista péptido, un agonista de anticuerpo o un fragmento de ligado de

antigeno, del mismo o un agonista de moléculas de pequefio.

‘En una modalidad, los agonista IL-21/IL-21R es un polipéptido de IL-21, por
ejemplo, un polipéptido humano, bovino o de murina IL-21, un fragmento activo del
mismo (por ejemplo, un polipéptido humano de IL-21 que comprende la secuencia
de aminoacido usada como ID de SEC. No. 2, o codificada por una secuencia de
nucledtidos usadas como ID de SEC. No. 1, o una secuencia de por lo menos
85%, 90%, 95%, 98% o mas idéntica a ella). En otra modalidad, el agonista IL-
21/IL-21R es un polipéptido de murina de IL-21 o un fragmento activo del mismo
(por ejemplo, un polipéptido de IL-21de murina que comprende una secuencia de
aminoécidos mostrada como ID de SEC. No. 4, o codificada por una secuencia de
nucleétidos mostrada como 1D de SEC. No. 3, 0 una secuencia de por lo menos
85%, 90%, 95%, 98% o mas idéntica a ella). En todavia otras modalidades, el
agonista IL-21/IL-21R es una proteina de fusién que comprende un polipéptido de
IL-21, por ejemplo, polipéptido humano y de murina o un fragmento del mismo vy,
por ejemplo, fusionado a una segunda parte, por ejemplo, un polipéptido (por
ejemplo, un GST; una secuencia de polipéptido lex-A, una secuencia de
polipéptido MBP o una cadena de inmunoglobulina, incluyendo, por ejemplo, un
fragmento Fc, unas reacciones constantes de cadena pesada de diversos
isdtopos, incluyendo: 1gG1, IgG2, IgG3, IgG4, igM, IIA1, IgA2, IgD, y IgE); un

anticuerpo agonista o fragmento que liga al antigeno el mismo, que se liga al

Q¥
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receptor de [L-21; o una molécula pequefia o agonista péptido. en otras
modalidades, el agonista IL-21/IL-21R es un agente que incrementa la activadas
con niveles de IL-21 por, por ejemplo, una expresién incrementada, procesamiento
y/o secrecién de IL-21 funcional, los acidos nucleicos que codifican los agonista IL-
21/IL-21R anteriormente mencionados pueden también ser administrados al

sujeto.

Las proteinas de fusién pueden adicionaimente incluir una secuencia
enlazadora que une la primera parte, por ejemplo, un fragmento de IL-21 a una
segunda parte, por ejemplo, un fragmento de inmunoglobulina. En otras
modalidades, [as secuencias de aminoacidos adicionales pueden ser agregadas al
N- o C- terminal de la protelna de fusién para facilitar la expresion, la flexibilidad

esterita, la detencién y/o aislamiento de purificacion.

Los agonistas de IL-21/1.-21R descritos aqul, por ejemplo, el polipéptido de
IL-21 o una proteina de fusién descrita aqul, pueden ser derivados o envasados a
otra molécula funcional, por ejemplo, otro péptido o protelna (por ejemplo, un
fragmento de Fab'). Por ejemplo, la proteina de fusién o un anticuerpo, o una
porcion que liga al antigeno, puede ser enlazadas funcionalmente (por ejemplo,
por acoplamiento quimico, fusion genérica, asociaciébn no covalente o de otra
manera) a uno o mas de otras entidades moleculares, tales como un anticuerpo
(por ejemplo, un anticuerpo biespecifico o multiespecifico), toxinas, radio isdtopos,

agentes citotoxicos o citoestaticos, entre ofros.

En otra modalidad, el agonista de IL-21/IL.-21R es un anticuerpo como por
ejemplo, un anticuerpo agonistico, un fragmento que liga al antigeno del mismo,

IL-21R, preferiblemente, IL-21R humano. El anticuerpo o fragmento que liga el
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antigeno del mismo, puede ser un anticuerpo humanizado, genérico, humano (Por
aejemplo, generado in Vitro), o un fragmento que ligue al antigeno del mismo. En
una modalidad, el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico, por ejemplo, un

anticuerpo que interactian con IL-21R y otra cadena receptora.

En una modalidad el método incluye evaluar el sujeto en cuanto a un
parametro de [L-10. Un “pardmetro de IL-10" es informacién cualitativa o
cuantitativa acerca de niveles de IL-10 o actividad de IL-10, por ejempio, mMRNA y
de IL-10, o niveles de proteinas o actividad. La informacién puede incluir, por
aejemplo, concentracién de IL-10 en uno o més tejidos o una 0 mas muestras de un
sujeto. El sujeto puede ser evaluado, por ejemplo, antes de administrar, por
ejemplo, por lo menos, antes de administrar una primera dosis. El sujeto puede ser
evaluado, por ejemplo, después de administrar, por ejemplo, después de
administrar una o mas dosis, por ejemplo a intervalos regulares, o en el caso de
administracién continua, después de uno o mas intervalos. El sujeto puede ser
evaluado tanto antes como después de una administracién. La informacién de
evaluar un parametro de 1L-10 puede ser usada para modular la administracion de
la agonista de IL.-21/iL-21R. Por ejemplo, un incremento en un parametro IL-10 a
un valor en el rango en normal puede indicar un efecto terapéutico deseado. Una
disminucién en un parametro IL-10 puede indicar insuficiente administracién o un
no respuesta. Similarmente, es posible evaluar- un parametro. |IFNy
comrespondiente. En tales casos, una disminucién en el parametro OFNy a un valor
en el rango de normal puede indicar que un efecto terapéutico deseado. Un
incremento en un parametro IFNy puede indicar administracién insuficiente o que
no hubo respuesta. Todavia otro parametro que puede ser evaluado en relacion

con otras citosina factores suministrados en la tabla 3.
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En una modalidad, el método incluye evaluar el sujeto en cuanto a un riesgo
de un desorden inmunoldgico del sistema nervioso (Por ejemplo, esclerosis
miltiple), o uno o mas sintomas de tal desorden. Métodos de evaluar el riesgo
incluyen evaluar un pardmetro de IL-10.

En una implementacién, el agonista IL-21/IL-21R es administrado en
respuesta a una alteracion en el estado de un sujeto, por ejemplo, en respuesta a

un inicio o0 ataque asociado con MS.

Los antagonistas IL-21/IL-21R pueden ser administrados en la forma de una
dosis Unica, o una serie de dosis separadas por intervalos de dias, semanas o
meses. Los agonistas IL-21/IL-21R pueden ser administrados por inyeccion, por
ejemplo, por inyeccién en el sistema nervioso central, de un sujeto. Por ejemplo,
los agonistas IL-21/1.-21R pueden ser inyectados dentro del fluido cerebroespinal
lumbar (intrateticalments). En otras modalidades, los agonistas IL-21/IL-21R se

administran intravenosamente.

En una modalidad, los agonistas IL-21/IL-21R descritos aqul, por ejemplo,
las composiciones farmacéuticas, son administrados en terapia de combinacion,
es decir, combinadas con otros agentes, por ejemplo, agentes terapéuticos, que
son (tiles para tratar o impedir un desorden inmunolégico del sistema nervioso,
por ejemplo, esclerosis multiple. Por ejemplo, la terapia de combinacién puede
incluir uno o méas agonistas IL-21/IL-21R, por ejemplo, un polipéptido IL-21 o un
fragmento activo del mismo, una proteina de fusién IL-21, un agonista de péptido,
un agonista de anticuerpo, o una molécula agonista pequefia) con-formulado con,
y/o co-administrado con, uno o mas agentes terapéuticos adicionales, por ejemplo,

uno o mas citocinas e inhibidores de factor de crecimiento, inmunosupresores,
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agentes anti-inflamatorios, inhibidores metabdélicos, inhibidores de enzimas, y/o

agentes citotdxicos o ctitoestaticos, como se describen aqui en mas detalle.

Ejemplos de agentes terapéuticos que pueden ser co-administrados y/o co-
formulados con uno o mas agonista de IL-21/IL-21R para tratar esclerosis mltiple,
incluye, pero no se limita a, uno o mas de: Interferdn-B, por ejemplo, IFNp-1a Y
IFNB-1pB; una protelna que simula la protefina bésica de la mielina (por ejemplo,
una protelna sintética, es decir, acetato de glatirdmero, COPAXONE® );
corticosteroides; IL-1 inhibidores; TNF inhibidores; anticuerpos a ligandos CD40 Y
CD80; antagonistas de IL-12 y IL-23, por ejemplo, antagonistas de una subunidad
p40 de IL-12 y IL-23 ( por ejemplo, anticuerpos inhibitorios contra la subunidad
p40); agonistas de IL-22; inhibidores de molécula pequefia, por ejemplo,
metotrexato, leflunomida, sirolinus (rapamicina) y anélogos de ellos, por ejemplo,
CCI-779; inhibidores Cox-2 y Cpla2; NSAIDs; inhibidores p38; TPL-2; inhibidores
Mk; 2NFkB; RAGE o soluble RAGE; inhibidores de selectina o PSGL-1 (por
ejemplo, inhibidores de moléculas pequefias, anticuerpos de ellos, por ejemplo,
anticuerpos para P-selectina; agonistas de estrdgenos receptor beta {(ERB) o

antagonistas de ERB.NFkf.

Eiemplos de inhibidores de TNF incluyen, por ejemplo, anticuerpos
quiméricos, humanizados, efectivamente humanos, humano o generados in Vitro,
o fragmentos que ligan al antigeno del mismo, que ligan al TNF; fragmentos
solubles de un receptor de TNF, por ejemplo, p55 o p75 humano receptor de TNF
o derivados del mismo, por ejemplo, 75 kdTNFR-IgG(75 Kd receptor de TNF-igG
proteina de fusién, ENBREL™), p55KD receptor TNF-proteina de fusion IgG, y
enzimas antagonistas de TNF, por ejemplo, enzimas que convierten a inhibidores

de TNFa (TACE).

ol
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Agentes terapéuticos adicionales que pueden ser co-administrados y /o co-
formulados con uno o mas agonistas de IL-21/IL-21R incluyen uno o mas de:
Interferén-B, por ejemplo, IFNB-1a Y IFNB-1p; COPAXONE?® corticosteroides; IL-1
inhibidores; TNF antagonistas (por ejemplo, un fragmento soluble de un receptor
de TNF, por ejemplo, p55 o p75 humano receptor TNF o derivados del mismo, por
ejemplo, 75 kdTNFR-IgG (receptor de 75 KDTNF-protelna de fusion IgG, ENBREL
™). anticuerpos a ligandos CD40 Y CD80; antagonistas de IL-12 y IL-23, por
ejemplo, antagonistas de una subunidad p40 de IL-12 y IL-23 ( por ejemplo,
anticuerpos inhibitorios contra la subunidad p40 de IL-12 y IL-23); metotrexato,

leflunomida, sirolimus (rapamicina) y anélogos de ellos, por ejemplo, CCI-7789.

En otro aspecto, la invencién caracteriza un método para modular, por
ejemplo, incrementar o disminuir, la actividad celular inmune y/o el nimero (por
ejemplo, la actividad y /o nimero de células inmunes, por ejemplo, un linfocito (por
ejemplo una célula T) o una poblacién de células inmunes, por ejemplo, una
pablacion de células inmunes mezcladas o sustancialmente purificadas. El método
incluye poner en contacto una célula inmune, por ejemplo, una célula inmune
como se describié aqul, con un agonista IL-21/IL-21R, por ejempio, un agonista
como se describié aqul, en una cantidad suficiente para modular, por ejemplo,
incrementar o disminuir, actividad y/o nimero de células inmunes. En una
modalidad, la actividad incluye la modulacién, por ejemplo, incremenio o
disminucién, de actividad o niveles de citosina. Por ejemplo, el agonista IL-21/IL-
21R puede incrementar la broduccién o niveles linfociticos de IL-10 y/o disminuir la

produccion o niveles del infererdn-y:
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El método sujeto puede ser usado en células en cultivo, por ejemplo in vitro
o ex vivo. Por ejemplo, células inmunes, es decir, células T como se describe aqul,
pueden ser cultivadas in Vitro o en medios de cultivo y la tapa de poner en
contacto puede efectuarse agregando uno 0 mas agonistas de IL-21/IL-21R, por
ejemplo, un agonista como se describe aqul, para el medio de cultivo.
Altemativamente, el método puede llevarse a cabo sobre células (por ejemplo,
células inmunes como de describe aqul) presente en un sujeto, por ejemplo, como

parte de un protocolo in vivo (por ejemplo, protocolo terapéutico o profilactico)

Un cambio en la actividad celular inmune incluye algunas variaciones, por
ejemplo, aumento/disminucién, en uno o mas de: proliferacion, secrecién de
citocinas y /o produccién, supervivencia, diferenciacion, respuesta celular (por
ejemplo, desensitizacién), actividad de la citosina, actividad de la célula efector
,expresiéon del gene, entre otros, de la célula inmune puesto en contacto con una
agonista IL-21/IL-21R, comparado con una referencia, por ejemplo, una célula
inmune no tratada. Por ejemplo, poner en contacto una célula inmune con una
molécula IL-21/IL-21R, por ejemplo, un polipéptido IL-21 puede inducir uno o mas
de: proliferacién, actividad citolitica, funcién efector celular, o secrecién de citosina
de una o mas de: timocitos, linfocitos, células T de nédulos linfaticos, células T
CD4+maduras, célula T CD8+maduras o macréfagos. En una modalidad el
agonista IL-21/IL-21R, puede incrementar la produccion lifoncitica o niveles de IL-

10 y/o disminuir 1a produccion i niveles de interferén-y.

En otro aspecto la invencién caracteriza un método para modular una
deficiencia de IL-10 o un desorden asociado con una deficiencia de IL-10 en un
sujeto mamifero. El método incluye administrar al sujeto un polipéptido de

interleucina-21(IL-21 en una cantidad suficiente para incrementar la expresioén y IL-

o2
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10 o actividad en el sujeto, por ejemplo, en por lo menos incrementar 1,2, 1.5, 2,
2,5, 3, 3.5 ,5 o0 10 veces, por ejemplo, entre 1,2-2,5 veces de incremento o entre
2,5-5 veces incremento, 5 a 10 veces de incremento, o0 mayores de 10 o 20 veces
de incremento. Una "deficiencia IL-10" es una disminucién estadisticamente
significativa en IL-10 en relacién a un sujeto normal eorraspéndiento. Por ejemplo,
la disminucién puede tener el valor P de menos de 0,05. Ya que IL-21 u otro
agonistas de IL-21/IL.-21R pueden ser usados para incrementar los niveles de IL-
10 o su actividad, el IL-21 y cada agonista pueden ser usados para modular una

deficiencia de IL-10.

Los niveles de IL-10 pueden ser monitoreados, por ejemplo, en la sangre,
en el suero, o el fluido cerebroespinal. Desordenes ilustrativos que pueden ser
asociados con una deficiencia del IL-10 incluyen la esclerosis mdltiple, eventos
inflamatorios significativos (incluyendo isquemia y dafios de repercusion), soriasis
y pemfingus. Ya que el IL-21 puede incrementar los niveles de IL-10, el IL-21
puede ser usado para tratar un sintoma de estos desordenes y otros asociados

con una deficiencia de IL-10.

En otro aspecto, la invencibn caracteriza un método para mejorar la
esclerosis multiple en un sujeto mamifero, por ejemplo, un humano. El método
‘incluye: administrar al sujeto un polipéptido interleucina -21(IL-21) en una cantidad
suficiente para mejorar la esclerosis muitiple o por lo menos un sintoma de
esclerosis maltiple en el sujeto. Por ejemplo, cuando el sujeto es humano, el
polipéptido de IL-21 puede ser un polipéptido de IL-21 humano, por ejemplo, un
polipéptido que incluye la ID de Sec. No. 2, o un polipéptido de IL-21 humano

efectivamente. Por ejemplo, el polipéptido es producido recombinantemente, por

ejemplo, en una célula bacterial. En una modalidad, el método incluye administrar
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al sujeto un polipéptido de interleucina-21 (IL-21) en una cantidad suficiente para
aumentar la expresién o actividad del IL-10 en un sujeto, por ejemplo, por lo
menos un incremento de 1,2, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 5, 0 10 veces, por ejemplo, entre
incremento de 1,2-2,5 veces o entre incrementos de 2,5-5 veces, un incremento
de 5-10 veces, 0 mayor a 10 o 20 veces el incremento. El método puede incluir

otros factores descritos aqul.

En otro aspecto, la invencién caractariza un método para tratar o impedir un
desorden inmunolégico en un sujeto mamifero. El método incluye evaluar un
parametro IL-10 en un sujeto mamifero; y administrar al sujeto, un polipéptido de
interleucina-21 (IL-21) en una cantidad que es dependiente de los resultados del
parametro del IL-10 evaluado. Por ejemplo, el parametro IL.-10 iﬁcluye informacién
cualitativa y cuantitativa acerca de los niveles de la proteina IL-10 o del mRNA. En
otro ejemplo, el parametro de IL-10 incluye informacién cuantitativa acerca de los

niveles de la actividad de la protseina IL-10.

En otra modalidad, el desorden inmunoldgico es un desorden neurolégico. Por
ejemplo, el sujeto es humano y el desorden inmunoldgico es esclerosis multiple o
un desorden inmunoldgico que causa dafio o alteracidn a las cubiertas de mielina.

El método puede incluir otros rasgos descritos aqul.

En otra, la invencién caracteriza un método para evaluar el tratamiento de la
esclerosis maitiple en un sujeto mamifero. EI método incluye: administrar, al
sujeto, un agonista o un receptor de interleucina-21 (IL-21)1L-21 (IL-21R) (por
ejemplo, un polipéptido de IL-21, un anticuerpo agonistico IL-21R y un fragmento
que libra al antigeno de un anticuerpo agonistico anti IL-21R); y evaluar un

parametro de IL-10 en el sujeto. En una modalidad, el método incluye



WO 2004/084835 14 PCT/US2004/008833

adicionalmente administrar al sujeto una segunda dosis del agonista, en donde la
segunda dosis es administrada como una funcién del parametro evaluado de IL-

10.

En una modalidad, el sujeto es humano, y el polipéptido IL-21 es un polipéptido de
IL-21 humano, por ejemplo, un polipéptido que incluye la ID de Sec. No. 2.

- En una modalidad, ia segunda dosis o cuaiquier dosis subsiguiente es creada para
suministrar un polipéptido de interleucina-21 (IL-21) en una cantidad suficiente
para aumentar la expresion o actividad del iL-10 en el sujeto, por ejemplo, por lo
menos 1,2, 1,52, 2,5, 3, 3,5 5, 0 10 veces el incremento, por ejemplo, el
incremento entre 1,2-2,5 veces o entre incremento de 2,5-5 veces, o incrementos
de 5-10 veces, o0 mayor a 10 o 20 veces, por ejemplo, con relacion a la linea base,
por ejemplo, antes de un primer tratamiento. En un método relacionado la primera

dosis fabricada asl. El método puede incluir otros rasgos descritos aqul.

En otro aspecto, la invencion suministra, composiciones, por ejemplo,
composiciones farmacéuticas, las cuales incluyen un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y por lo menos un agonista de IL-21/IL-21R como se describe aqul (por
ejemplo, un polipéptido o protelna de fusion de [L-21 descrito aqul). En una
modalidad, las composiciones, por ejemplo, las composiciones farmacéuticas
comprenden una combinacién de dos 0 mas de unc de los mencionados agonistas
de IL-21/IL-21R). Combinaciones de los agonistas IL-21/IL-21R y una droga, por
ejemplo, un agente terapéutico (por ejemplo, uno o mas citocinas o inhibidores de
factores de crecimiento, inmunosupresores, agentes antiinflamatorios, inhibidores
metabédlicos, inhibidores de enzimas, y/o agentes citotoxicos o citoestaticos, como

se describen aqul) estan también dentro del alcance de la invencién.
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En una modalidad, la composicidon farmacéutica incluye un agonista de IL-
211L21R y por lo menos un agente terapéutico adicional, en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de agentes terapéuticos adicionales
preferidos que pueden ser co-formulados en una composicién, por ejemplo, una
composicién farmacéutica, con uno o mas agonistas de IL-21/IL-21R, incluyen,
pero no se limitan a uno o mas de: Interferén B, por ejemplo, IFNB-1a Y IFNB-1B;
una proteina que simula la proteina bésica de la mielina (por ejemplo,
COPAXONE®); corticosteroides; IL-1 inhibidores; TNF antagonistas; (por ejemplo,
un fragmento soluble de un receptor TNF, por ejemplo, p55 o p 75 humana de
recaptor TNF o derivados del mismo, por ejemplo, 75 kdTNFR-IgG (receptor 75Kd
TNF-protelna de fusién IgG, ENBREL ™ ); anticuerpos a ligandos CD40 Y CD80; y
antagonistas de IL-12 y/o IL-23, por ejemplo, antagonistas de una subunidad p40
de IL-12 y IL-23 ( por ejemplo, anticuerpos inhibitorios contra la subunidad p40);
metotrexato, leflunomida, sirolinus (rapamicina) y analogos de ellos, por ejemplo,

CCI-779.

En otro aspecto, la invencion caracteriza un articulo de manufactura quae incluye (i)
un contenedor con una © mas dosis unitarias de una composicion farmacéutica
que comprende un polipéptido de IL-21; y (ii) instrucciones para administrar las
dosis unitarias a un sujeto que tiene, o se sospacha que tiene, esclerosis muitiple.
Por ejemplo, las instrucciones son suministradas sobre una etiqueta. La etiqueta
puede ser fijada.a una superficie extema del contenedor. En una modalidad, el
articulo incluye un segundo contenedor, por ejemplo, que contiene una dosis
unitaria adicional de una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido
IL-21. En una modalidad, el articulo incluye adicionaimente un segundo

contenedor una segunda composicién farmacéutica que comprende un agente

X
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para tratar esclerosis miltiple, es decir, un agente diferente a IL-21. Por ejemplo,
el agente es un acetato glatirAmero u otro agente descrito aqul. En otra modalidad,
la composicién farmacéutica que incluye un polipéptido de IL-21 en un contenedor,
incluye adicionalmente un segundo agente para tratar la esclerosis miltiple, por

ejemplo, acetato glatirhmero.

Los términos "MU-1" y “IL-21R" son usados de manera intercambiable aqul. Los
términos “péptidos®, “polipéptidos”, y “proteinas® son usados de manera

intercambiable aqui. Una protelna puede incluir una o mas cadenas.

El significado estadistico puede ser determinado por cualquier método de la
técnica conocido. Los ensayos estadisticos e ilustrativos incluyen: el ensayo de
estudiantes T, el ensayo de no paramétrico de Mann Whitney U, y el ensayo
estadistico no paramétrico de Wilcoxon. Algunas relaciones significantes
estadisticamente tiene un valor P menor que 0,05 o 0,02. Efectos particulares
mediados por un agonista 1.-21/IL21R pueden mostrar una diferencia que es
significativa estadisticamente (por ejemplo, valor P menor que 0,05 o 0,02). Los
términos “induce”, “inhibe®, “potencia®, “eleva®, “incrementa”, “disminuye® o
similares, por ejemplo, que denotan diferencias distinguibles cualitativa o
cuantitativas entre dos estados, y pueden referirse a una diferencia, por ejemplo, a

una diferencia estadisticamente significativa, entre dos estados.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos
utilizados aqui tienen el mismo significado que se entiende cominmente por
cualquier versado en la materia a fa cual la invencién pertenece. Aunque los
métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos aqul pueden ser

usados en la prictica o en los ensayos de la invencién, los métodos adecuados y
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los materiales son descritos mas abajo. Todas las publicaciones, solicitudes de
patentes, patentes, y otras referencias mencionadas aqul se incorporan como
referencia en su totalidad. En caso de conflicto, la presente especificacién, incluye
definiciones, controles adicionalmente, los materiales, métodos y ejemplos son

ilustrativos solamente y no tienen el propésito de limitar.

Otros rasgos y ventajas de la invencidn seran evidentes a partir de la siguiente

descripcion detallada y reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1A es un gréfico lineal que ilustra la proliferacion incrementada de las
células del nodo linfatico, cultivadas en al presencia de 20 ng/ml de IL-21 de
murina en diversas diluciones. Por sjemplo, a una dilucién de 1:50 la IL-21 caus6
el incremento en la proliferacién de células del nodo linfatico en comparacién con

las células estimuladas con péptidos solamente.

La figura 1B es un gréfico lineal que ilustra el incremento de la proliferacion de
células T de la proteina proteclipida (PLP) de ratones transgénicos cultivados en
las concentraciones indicadas de IL-21 de murina (ng/ml) y 1 pg/ml de PLP en
comparaciéon con células tratadas con solamente un ug/ml de PLP. El gréfico

muestra que el IL-21 induce la proliferacion de células T desde las ratones

transgénicos PLP.

La figura 2 es un gréfico de barras que ilustra la secrecién incrementada de IL-10
en la presencia de concentraciones indicadas de IL-21 de ratdn en comparacién

con células no tratadas. La respuesta méas saturable y la concentracién de ensayo
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més alta de IL-21 (25 ng/m), de células produjo aproximadamente 2,5 veces mas
de IL-10 que en el grupo de control. La produccién de niveles incrementados de
iL-10 sugiere que el tratamiento con IL-21 puede dirigir las células especificas de

antigeno hacia un perfil Th2.

L.a figura 3 es un gréafico de barras que muestra una disminucién en la secrecion
de IFNy por células del vaso y del nodo linfatico tratadas con las concentraciones
indicadas de IL-21 de murina comparadas con las células de control. En adicién
del IL-21 a las células de vaso estimuladas MOG 33-55 de ratones inmunizados
resulta en una disminucién dos veces del IFNy, mientras que la adicién de IL-21R

causa un incremento de dos veces.

La figura 4 ilustra una reduccién en sintomas clinicos de enfermedad en un
modelo EAE. La figura muestra que el IL-21 suprime el IFNy y promueve el IL-10.
La figura 4 es un gréafico lineal que muestra la disminucion de los sintomas EAE
detectados en células de vaso PLP tratadas con IL-21 en comparacién con

cultivos no tratados con respecto a los dlas post transferencia in vivo.

La figura 5 ilustra una reduccion en los sintomas clinicos de la enfermedad en un
modelo EAE. Este es un grifico de barras que ilustra una disminucion en la
severidad del EAE en ratones tratados sea con dosis baja (100ng/dia) o alta (1

ug/dia de IL-21 de murina comparada con los ratones de control.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los métodos y composiciones para modular la actividad de la interleucina-21 (IL-

21)/ receptor de la IL-21 (MU-1) usando agonistas de IL-21 o receptor de IL-21
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("IL-21R" o "MU-1"), se describe. En una modalidad, los solicitantes han mostrado
que el tratamiento de ratones con un agonista de IL-21/ IL-21R, por ejemplo,
polipéptido IL-21 de murina resulta en amejoramiento de los sintomas en los
modelos de ratén para en la encefalomielitis auto inmune experimental (EAE). La
modulacién de los sintomas de EAE fue detectada en modelos de ratén generados
usando péptido de glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG) (por
ejemplo, MOG 35-55) y proteina proteolipida (PLP). El IL-21 indujo la proliferacién
de células T in vitro. Los linfocitos cuitivados en ia presencia de IL-21 produjeron
cantidades increméntales de IL-10 y niveles disminuidos de interferon-y. De
acuerdo a lo anterior, los agonistas de actividad IL-21/ IL-21R puede ser usados
para tratar o prevenir desordenes inmunolégicos del sistema nervioso (por
ejemplo, desordenes inmunolégicos cronicos del sistema nervioso, incluyendo la

esclerosis muitiple).

Para poder hacer que la presents invencién sea mas faciimente entendida, ciertos
términos se definen primero. Las definiciones adicionales se establecen a través

de la descripcion detallada. -

Los términos “interleucina-21”, "IL-21" y “polipéptido IL-21" se refiere a una
proteina (por ejemplo, de un mamifero, por ejemplo, murina o protelna humana)
que es capaz de interactuar con por ejemplo, ligarse a, el IL-21R (por ejemplo, de
un mamifero, por ejemplo, murina o proteina humana) y que tiene uno de los
siguientes rasgos: (i) una secuencia de aminoécidos de una ocurrencia natural del
IL-21 en mamiferos o fragmentos del mismo, por ejemplo, una secuencia de
aminoacidos mostrada como ID de Sec. No.: 2 (humano) o ID de Sec. No.4
(murina) o un fragmento del mismo; (ii) una secuencia de aminoacido

substancialmente homéloga a, por ejemplo, por lo menos en un 85%, 90%,95%,
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98%, 99% homdloga a, una secuencia de aminoéacido mostrada como ID de Sec.
No.:2(humana) o ID de Sec. No.:4 (murina) o un fragmento del mismo, (jii) una
sacuencia de aminoacidos qu esta codificada por la secuencia de nucleétido de IL-
21 de mamlfero de ocurrencia natural o fragmentos del mismo, {por ejemplo, la ID
de Sec. No.:1 (humana) o ID de Sec. No.:3(murina) o un fragmento del mismo, por
ejemplo, una regién que codifica en una forma madura); (iv) una secuencia de
aminodcido codificada por una secuencia de nucleétido que es substancialmente
homdloga a, por ejemplo, por io menos en un 85%, 90%,95%, 98%, 99%
homdloga a, una secuencia de nucledtido mostrada como ID de Sec.
No.:1(humana) o ID de Sec. No.:3 (murina), o un fragmento de los mismos (por
ejemplo, una regién que codifica a una forma madura); (v) una secuencia de
amino4cido codificada por una secuencia de nucledtido degenera en una
secuencia de nucledtido IL-21 de ocurrencia natural o un fragmento del mismo,
(por ejemplo, la ID de Sec. No.:1 (humana) o ID de Sec. No.:3 (murina), o un
fragmento del mismo (por ejemplo, una regién que codifica una forma madura); o
(vi) una secuencia de aminoacido, de por lo menos 115 aminodcidos que esta
codificada por secuencia de nucleétidos que hibridiza al complemento de uno de
las anteriores secuencias de nucleédtidos bajo condiciones astringentes, ejemplo,
condiciones altamente astringentes (por ejemplo, la secuencia de nucledtido
hibridiza en una regién que codifica una proteina IL-21 madura. El IL-21 se liga al
IL-21R y puede llevar a sefializar stat5 o stat3 (Ozaki et al. (2000) supra). El
polipéptido IL-21 puede ser procesado de una protelna naciente que incluye una
secuencia de sefial en una proteina madura, de la cual la secuencia de sefial ha

sido removida.

Un polipéptido IL-21 “efectivamente humano® es un polipéptido IL-21 que incluye

un namero suficiente de posiciones de aminoécidos humanos tal que el polipéptido

v
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no se divide en una respuesta inmunogénica en un humano normal y por lo tanto

el polipéptido IL-21 interactia con un IL-21R humano.

Los términos “MU-1", "proteina MU-1" "receptor de interleucina-21" o “ll-21R" se
refiere a una receptor (por ejemplo, de mamifero, por ejemplo, murina o origen
humano) que es capaz de interactuar con por ejemplo, ligarse a, el IL-21 {por
ejemplo, de un mamifero, por ejemplo, murina o IL-21 humano) y tener uno de los
siguientes rasgos: (i} una secuencia de aminoécidos de un polipéptido MU-1 IL-
21R/MU-1 de mamifero de ocurrencia natural o un fragmento de el, por ejemplo,
una secuencia de aminoacidos mostrada como ID de Sec. No.:6 (humana) o ID de
Sec. No.:8 (murina) o un fragmento de los mismos (por ejemplo, en la regién
madura); (ii) una secuencia de aminoacido substancialmente homoéloga a, por
ejemplo, por lo menos 85%, 80%, 95%, 98%, 99% homéloga a, una secuencia de
aminoacido mostrada como ID de Sec. No.:6(humana) o ID de Sec. No.:8 (murina)
o un fragmento del mismo (por ejemplo, en la regiébn madura); (iii) una secuencia
de aminoacidos que esta codificada por una secuencia de nucleétido IL-21R/MU-1
de ocurrencia natural en mamiferos (por ejemplo, la ID de Sec. No.:5 (humana) o
ID de Sec. No.:7 (murina)) o un fragmento de! mismo (por ejemplo, en la regién
madura); (iv) una secuencia de aminoacido codificada por una secuencia de
nucleétido que es substancialmente homdlogo a, por ejemplo, por lo menos 85%,
90%, 95%, 98%, 99% homblogo a, una secuencia de nucledtido mostrada como
ID de Sec. No..5(humana) o ID de Sec. No.:7 (murina) o un fragmento de ellos
(por ejemplo, la regién madura); (v) una secuencia de aminoécido codificada por
una secuencia de nucledtido que degenara en una secuencia de nucledtido IL-
21R/MU-1 de ocurrencia natural o un fragmento del mismo, (por ejempilo, la ID de
Sec. No.:5 (humana) o ID de Sec. No.:7(murina), o un fragmento del mismo (por

ejemplo, la regién madura), o (vi) una secuencia de aminoécido, de por lo menos
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450 aminoacidos que es codificada por secuencia de nucleétido que hibridiza a un
de las secuencias de nucledtidos anteriores bajo condiciones astringentes. La
region madura del IL-21 humano listada en la ID de Sec. No.: 6 es desde cerca de

20 a 538 aminoacidos.

Un cADN de IL-21R/MU-1 ilustrativo fue depositado con el American Type Culture
Collection on Mar. 10, 1998, con niimero de acceso ATCC 98687.

El IL-21R es un receptor de las familias de las citosinas clase |, también conocido
como NILR (WO  01/85792, Pamish-Novak et al. (2000) Nature 408:57-63,
Ozaki et al. (2000) Proc Natl.Acad.Sci. USA 97.11439-11444). El IL-21R es
homélogo a la cadena p compartida de los receptores IL-2 e IL-15, y la cadena a
del receptor IL-4 (Ozaki et al. (2000) supra). Luego de ligar el ligando, el IL-
21R/MU-1 es capaz de interactuar con una cadena de receptor de citosina y (yc)
(Asao et al. (2001) J.Immunol. 167:1-5), e inducir la fosforilacion del STAT1 y
STAT3 (Asao et al. (2001) o STAT5 (Ozaki et al. (2000)). El IL-21R muestra una

distribucién amplia del tejido linfoide.

Las formas de las proteinas IL-21 de menos de longitud completa que pueden ser
listadas en los métodos y composiciones, descritos aqul, siempre que este retenga
la habilidad de ligarse a un polipéptido de IL-21R. Las protelnas de IL-21 de
menos de la longitud completa que puedan ser producidas por medio de expresar
un fragmento comrespondiente del polinucleétido que codifica la proteina de IL-21
de longitud completa en una célula anfitiona, o por medio de expresar un
polinucleétido que codifica una protelna modificada (por ejemplo, si uno o mas
aminoacidos intemos son removidos). Una forma de polipéptido IL-21 que es

menor que la longitud completa es el IL-21 maduro, por ejemplo, un IL-21 de

\¢
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secuencia ID de Sec. No.: 2. Otra forma es un polipéptido que es mas corto que la
longitud completa, el IL-21 maduro, por ejemplo, menos de 131, 130, 129, 128, o
125 aminoécidos, por ejemplo, entre 115 y 130 aminoéacidos en longitud. Por
ejemplo, un polipéptido IL-21 derivado de la ID de Sec. No.:2 puede faltarle os
ocho aminoacidos finales o un subconjunto de ellos, por ejemplo, el polipéptido IL-
21 comprende los aminoacidos 1 a 122. los fragmentos de polinucledtido
comrespondiente también pueden ser usados en los métodos y composiciones de
la presente invencién los polinucledtidos modificados como se describié
anteriormente pueden ser hechos por técnicas de biologla moléculas estandar,
incluyendo construcciones de mutantes de eliminacion deseados, métodos de
mutagénesis dirigidas a sitios o por la reaccién de la cadena de polimera;sa

usando los iniciadores de oligonucleétidos apropiados.

La frase "una actividad biolégica” un polipéptido MU-1 o IL-21R se refiere a una o
mas de las actividades biologicas de la protelna MU-1 madura commespondiente
incluyendo, pero sin limitarse a (1) interactuar con, por ejemplo, ligarse a un
polipéptido IL-21 (por ejemplo, un polipéptido IL-21 humano); (2) asociarse con
moléculas de transduccion de sefial por ejemplo, yc, jakl; (3) la fosforilacién
estimulante y/o la activacién de las protelnas stat, por ejemplo, STATS y/o STATS;
y/o (4) modular, por ejemplo, estimular o disminuir la proliferacién, diferenciacion,
funcién de céiula efectora, actividad citolitica, secrecion citosina, y/o supervivencia
de las células inmunes, por ejemplo, las células T (CD8+, células T CD4+), células
NK, células B, macréfagos y megacariocitos).

Como se usa aqul un “agonista de IL-21/IL-21R" se refiere a un agente que
potencia, induce o de otra manera promueve una o més actividades biolégicas de

un polipéptido IL-21R/MU-1, por ejemplo, una actividad biolégica como se describe

|\
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aqul. Por gjemplo, el agonista interactiia con, por ejemplo, se liga a un polipéptido
IL-2tR/MU-1. en una modalidad, un agonista interactia con el IL-21R y otra

cadena receptora, por ejemplo, la cadena receptora de citosina y. Por ejemplo, el

agonista reticula el IL-21R y la cadena receptora de citosina y.

Como se usa aqui, una "cantidad terapéuticamente efectiva® de un agonista IL-21/
IL-21R se refiere a una cantidad de un agente que es efectivo, luego de
administracién de dosis Gnica o mdatltiple a un sujeto, por ejemplo, un paciente
humano, de curar, reducir la severidad de, mejorar en uno o mas de los sintomas
de un desorden, por ejemplo, un desorden como el descrito aqul, o en prolongar la

supervivencia del sujeto mas alla de lo esperado en ausencia de tal tratamiento.

Como se usa aqui, una “cantidad profilacticamente efactiva® de un agonista IL-21/
IL-21R se refiere a una cantidad de un agonista IL-21/ IL-21R que es efectiva,
luego de administracién de una dosis Gnica o multiple a un sujeto, por sjemplo, un
paciente humano, en prevenir o retardar la ocurrencia de un desorden, por

ajemplo, un desorden como el descrito aquil.

Los términos “induce”, “inhibe”, “potencia®, “eleva®, “incrementa”, “disminuye® o
similares, por ejemplo, en los cuales denotan diferencias cuantitativas entre dos
estados, se refieren a por lo menos diferencias estadisticamente significativas

entre los dos estados.

El témino “en combinacion® en este contexto significa que los agentes estin
dados substancialmente contempordneamente, sea simultineamente o
secuencialmente. , Si se dan secuenciaiments, el establecimiento de Ia

administracion del segundo compuesto, el primero de los dos compuestos es
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preferiblemente detectable todavia en concentraciones efectivas en el sitio de

tratamiento.

Como se usa aqul, una “proteina de funci6n® se refiere a una proteina que
contiene dos o mas partes ligadas asociadas operablemente, por ejemplo, partes
de proteina. Preferiblemente, las partes estdn asociadas covalentemente. Las
partes pueden estar asociadas directamente, o conectadas por medio de un

espaciador o un eniazador.

Secuencias similares u homélogas (por ejemplo, por lo menos el 85% de identidad
en la secuencia) a las secuencias descritas aqul son también parte de esta
solicitud. En alguna modalidad la identidad de la secuencia puede ser de cerca de
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mayor.
Alternativamente, la identidad sustancial existe cuando los segmentos de &cido
nucleico hibridizan bajo condiciones de hibridizacion selectiva (por ejemplo,
condiciones de hibridizacibn altamente astringentes), al complemento de la
secuencia. Los acidos nucleicos pueden estar presentes en las células completas,
en un lisato de célula, o en una forma parcialmente purificada o substancialmente

pura.

Los célculos de “homologla® o “identidad de secuencia” entre dos secuencias (los
términos son usados intercambiablemente aqul) se lleva a cabo como sigue. Las
secuencias son alineadas para un propdsito de comparacién éptima (por ejemplo,
los espacios pueden ser introducidos en uno o ambos de le primero y segundo
aminodcidos o secuencia de acidos nucleicos para la alineacidn éptima y
sacuencias no homdlogas pueden ser descartadas con propésitos comparativos).

En una modalidad preferida, la longitud de una secuencia de referencia alineada

\7
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con propdsitos de comparacién es de por lo menos 30%, preferiblemente por lo
menos 40%, méas preferiblemente por lo menos 50% y aun mas preferiblemente
por lo menos 60%, y ain mas preferiblemente por lo menos 70%, 80%, 90%,
100% de la longitud de la secuencia de referencia. Los residuos del aminoacido o
nucledtidos en las posiciones de aminoacidos correspondientes o posiciones de
nucledtidos son entonces comparadas. Cuando una posicidn en la primera
secuencia es ocupada por el mismo residuo o nucledtido de aminoacido que en la
posicién correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son
idénticas en esa posicidén {(como se usa aqul “identidad® de aminoacido o de acido
nucleico es equivalente a ‘homologia® de aminoacido o acido nucleico). El
porcentaje de identidad entre las dos secuencias as una funcién del nimero de
posiciones idénticas compartidas pos las secuencias, tomando en cuenta el
nimero de espacios, y la longitud de cada espacio, lo que requiere ser introducido

par un alineamiento 6ptimo de las dos secuencias.

La comparacién de las secuencias y la determinacidn del porcentaje de identidad
entre dos secuencias puede llevarse a cabo utilizando un algoritmo matemético.
La comparacidn usa el programa GAP del paquete de software GCG
(www.gcg.com) y los parametros que incluye una matriz Blossum 62 marcaciones
con una pena de espacio de 12, una pena de extensién de espacio de 4, y una

pena de cambio de espacio de 5.

Como se usa aqul, el término “hibridiza bajo condiciones astringentes” describe
condiciones para la hibridizacion y lavado. Las condiciones astringentes son
conocidas por aquellos versados en la técnica y pueden encontrarse en Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3, 1-8.3.6. los

métodos acuosos y no acuosos son descritos en esa referencia y cualquiera

|3
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puede ser usado. Un ejemplo de condiciones de hibridizacion astringentes es la
hibridizacién en cloruro de sodio/ citrato de sodio 6X (SSC) en cerca de 45°C,
seguido por uno o mas lavados en SSC X 0,2, 0,1% de SDS a 50 °C. Otro ejemplo
de condiciones de hibridizaciéon astringente es la hibridizacion en SSC 6X en cerca
de 45°C, seguido por uno o méas lavados en 0,2 X SSC, 0,1% SDS a 55 °C. Un
ejemplo adicional de condiciones de hibridizacion astringente es la hibridizacién en
6X SSC a cerca de 45°C, seguido por uno o mas lavados en 0,2 X SSC, 0,1%
SDS a 60 °C. Preferiblemente, las condiciones de hibridizacién astringente son la
hibridizacion en 8X SSC a cerca de 45°C, seguido por uno o més lavados en 0,2 X
SSC, 0,1% SDS a 685 °C. Particularmente preferidas las condiciones altamente
astringentes (y las condiciones que deberian ser usadas si el practicante esta
dudando de cuales sean las condiciones que deben aplicarse para determinar si
una molécula estd dentro de la limitacion de hibridacién) son fosfato de sodio al
0,5M, 7% de SDS a 85 °C, seguido por uno o mas lavados con 0,2 X SSC, 0,1%
SDS a 65 °C.

Los agonistas IL-21/IL-21R pueden tener sustituciones de aminoacido
conservativas 0 no esenciales, que no tiene un efecto sustancial en sus funciones.
Una “sustitucion de aminoéacido conservativa®™ es una en al cual el residuo de
aminoécido es remplazado con un residuo de aminoacido que tiene una cadena
lateral similar. Las familias de residuo de aminoacido que tiene cadenas laterales
similares han sido definidas en la tdcnica. Estas familias incluyen aminoacidos con
cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina); cadenas
acldicas laterales (por ejemplo, acido aspartico, acido glutdmico), cadenas
laterales no cargadas polares (por ejemplo, glicina, aspa_r'agina. glutamina, serina,
treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina,

valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptofan), cadenas
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laterles ramificadas beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas

laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fnilalanina, triptofan, histidina).

Agonista IL-21/1-21R

Los agonistas IL-21/IL-21R usados en los métodos y composiciones pueden ser
un polipéptido IL-21, por ejemplo, un polipéptido IL-21 humano o de murina, o un
fragmento activo de ellos (por ejemplo, un polipéptido IL-21 humano que
comprende la secuencia de amino4cido mostrada como ID de Sec. No.2 o una
secuencia de aminoacido que incluye una reaccion que codificada por una
secuencia de nucleétidos mostrada como ID de Sec. No.: 1, o una secuencia de
por o menos de 85%, 90%, 95%, 98% o0 mas de idéntica a ella) (por ejemplo, la
regién de la ID de Sec. No.: 1 que codifica un polipéptido IL-21 maduro. En otra
modalidad, el agonista IL-21/IL-21R es un polipéptido IL-21 de murina o un
fragmento activo de ellos (por ejemplo, un polipéptido IL-21 de murina que
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada como ID de Sec. No.: 4, o
codificada por una secuencia de nucleédtidos mostrada como ID de Sec. No.: 3, o
una sacuencia por lo menos 85 %, 90%, 95%, 98% o més de idéntica a ella), o un
polipéptido IL-21 de otro manigero, por ejemplo un primate no humano, un bovino,

efc.

La secuencia de aminoéacidos de polipéptidos IL-21 son conocidos plblicamente.
Por ejemplo, la secuencia de nucleétido y la secuencia de aminoécidos de un IL-
21 humano est4 disponible en GENBANK® No. de Acceso X_011082. Una

sacuencia de nucledtido IL-21 humana ilustrativamente se presenta abajo:
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1 gctgaagtga aaacgagacc aaggtctage tctactgitg gtacttatga gatccagtee

61 tggcaacatg gagaggatig tcatctgtct gatggtcatc tictigggga cactggtcea
121 caaatcaagc tcccaaggtc aagatcgeca catgattaga atgcgtcaac ttatagatat
181 tgtigatcag ctgaaaaatt atgtgaatga cttggtccct gaatitctge cagctccaga
241 agatgtagag acaaactgtg agtggtcagc titttcctgce tttcagaagg cccaactaaa
301 gtcagcaaat acaggaaaca atgaaaggat aatcaatgta tcaattaaaa agctgaagag
361 gaaaccacct tccacaaatg cagggagaag acagaaacac agactaacat geccttcatg
421 tgattcttat gagaaaaaac cacccaaaga attcctagaa agattcaaat cacttctcca
481 aaagatgatt catcagcatc tgtcctctag aacacacgga agtgaagatt cctgaggatc
541 taactigcag ttggacacta tgttacatac tctaatatag tagtgaaagt catttctttg
601 tattccaagt ggaggag (ID de Sec. No.: 1)

La informacién de secuencia de nucleétidos adicional esta disponible, por ejemplo
de AF254069 [gi:11093535] Ia cual suministra una secuencia. de mARN 642 bp
que codifica un polipéptido IL-21 ilustrativo. En algunas modalidades, es suficiente
usar la regién de la secuencia del nucledtido que codifica el IL-21 maduro, por
ejemplo, sin una regién que codifique una secuencia de sefial. La secuencia de
aminoécido de un polipéptido IL-21 humano maduro ilustrativo es presentada
enseguida.

1
QDRHMIRMRQLIDIVDQLKNYVNDLVPEFLPAPEDVETNCEWSAFSCFQKAQLKS
ANTGNNERIINVSIKKLKRKPPSTNAGRRQKHRLTCPSCDSYEKKPPKEFLERFKS
LLQKMIHQHLSSRTHGSEDS (ID de Sec. No.: 2)

La secuencia madura es basada en Parrish-Novak et al. (2000) Nature 408:57-63.

La secuencia de longitud completa es:

\'ll
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MRSSPGNMERIVICLMVIFLGTLVHKSSSQGQDRHMIRMRQLIDIVDQLKNYVNDL
VPEFLPAPEDVETNCEWSAFSCFQKAQLKSANTGNNERIINVSIKKLKRKPPSTNA
GRRQKHRLTCPSCDSYEKKPPKEFLERFKSLLQKMIHQHLSSRTHGSEDS (ID de

Sec. No.: 10)

Entradas adicionales suministran la secuencia de aminoécidos para polipéptidos

IL-21 humanos son como sigue:

gi|11141875|ref[NP_068575.1| interleucina 21 [Homo sapiens];
gi|11093536|gb]AAG29348.1| interleucina 21 [Homo sapiens];
gil42542586|gb]AAHE66259.1| interleucina 21 [Homo sapiens};
gil42542588|gb]AAHE66260.1| interleucina 21 [Homo sapiens];
gi|42542657|gb]JAAHE6261.1]| interleucina 21 [Homo sapliens];
Qi|42542559|gb|AAH66258.1| interleucina 21 [Homo sapiens]; y
gil42542807|gb]AAH66262.1| interleucina 21 [Homo sapiens]. El polipéptido IL-21
humano puede ser una variante de un polipéptido descrito aqul, siempre que este

retenga su funcionalidad.

Los polipéptidos IL-21 pueden ser codificado por acidos nucleicos que hibridizan
en la secuencia nucledtido establecida en la ID de Sec. No.: 1, ID de Sec. No.: 3,
ID de Sec. No.: § o ID de Sec. No.: 7 o el complemento de ellos, bajo una
condicidn descrita aqui, por ejemplo condiciones altamente asfringentes (por
ejemplo, 0,1X SSC a 65° C). Polinucledtidos aislados que codifican las proteinas
IL-21 /L-21R o proteinas de fusidn, pero que difieren de la secuencia de
nucleétido establecido en la ID de Sec. No.: 1, ID de Sec. No.: 3, ID de Sec. No.: §
0 ID de Sec. No.: 7, por virtud de la degeneracién del cddigo genético puede ser

usado. Las variaciones en la secuencia de nucleétido como se establece en la ID
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de Sec. No.: 1, ID de Sec. No.: 3, ID de Sec. Na.: 5 o ID de Sec. No.: 7, que son
causadas por mutaciones puntuales o por modificaciones inducidas también

pueden ser usadas.

En todavia otras modalidades, el agonista IL-21/IL-21R es una protelna de fusién
que comprende un polipéptido de IL-21, por ejemplo un polipéptido de IL-21 de
humano de murina, o un fragmento del mismo y, por ejemplo, fusionado a, una
segunda parte, por ejemplo, un polipéptido (por ejemplo, un GST, Lex-A,
secuencia de polipéptido MBP o una cadena de inmunogiubina, incluyendo, por
ejemplo, un fragmento Fc, unas regiones constantes de cadena pesada de

diversos isotipos, incluyendo: 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD, y IgE).

Las proteinas de fusién pueden adicionalmente incluir una secuencia enlazadarora
que une el fragmento IL-21 o IL-21R a la segunda parte. Por ejemplo, proteina de
fusién puede incluir un enlazador de péptido, por ejemplo un enlazador de péptido,
por ejemplo de cerca de 4 a 20, mas preferiblemente, de 5 a 10, aminoacidos en
longitud; el enlazador de péptido es de 8 aminoécidos en longitud. Cada uno de
los amino4cidos en el enlazador de péptido es seccionado del grupo que consists
de Gly, Ser, Asn, Thr y Ala; el enlazador de péptido incluye un elemento Gly-Ser.
En otras modalidades, la protelna de fusién incluye un enlazador de péptido y el
enlazador de péptido incluye una secuencia que tiene la Férmula (Ser-Gly-Gly-

Gly-Gly, ID de Sec. No.: 11) y en donde y es por ejemplo, 1,2, 3.4,5,6,7,08.

En otras modalidades, las secuencias de aminoécido adicionales pueden ser
agregadas en N o C-tdminos de la proteina de extensidn para facilitar la
expresion, deteccion y/o aislamiento o purificacion. Por ejemplo, la proteina de

fusién, de IL-21 puede estar ligada a uno o més partes adicionales, por ejemplo,
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GST, His6 de etiqueta, etiqueta FLAG. Por ejemplo, la proteina de fusién pude
adicionalmente estar ligada a una proteina de fusién GST en la cual la secuencia
de la protelna de fusiébn son fundidas en el C-términos de GST (Es decir,
glutaniona S-transferasa) como secuencias. Tales protelnas de fusion pueden

facilitar la purificaciéon de la protelna de fusion.

En otra modalidad la protelna de fusidn incluye una secuencia de sefial heterdloga
(es decir, una secuencia de polipéptido que no estd presente en un polipéptido
que es codificado por 4cido nucleico de IL-21) en su N-tdrminos. Por ejemplo, la
secuencia nativa de sefial que puede ser removida y remplazada con una
secuencia de seflal de una proteina. En ciertas células anfitrionas (por ejemplo,
células anfitrionas de mamiferos), la expresion y/o secrecién del agonista IL-21/1L-
21R puede ser incrementada por el medio del uso de una secuencia de sefial
heterdloga. Las proteinas de IL-21R y los fragmentos de ella pueden ser
producidos usan métodos similares, por ejemplo, para suministrar un inmunogen

para obtener anticuerpos agonizantes que interactian con el IL-21R.

Una protelna quimérica o de fusion puede ser producida por técnicas de ADN
recombinantes estandar. Por ejemplo, fragmentos de ADN que codifican para
diferentes secuencias de polipéptidos son ligados juntos en cuadro de acuerdo
con técnicas convencionales, por ejemplo, empleando un terminal de extremo
romo o d extremo en Zig zag para la ligacion, la digestion de la enzima de
restriccion para suministrar el terminal apropiado, llenando de extremaos cohesivos
segin es apropiado, tratamiento de fosfatasa alcalina para evitar unién
indeseable, y ligado enzimético. En otra modalidad, el gen de fusién puede ser
sintetizado por técnicas convencionales incluyendo sintetizadores de ADN

automatizados. Alternativamente, la amplificacion PCR de los fragmentos de gen
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puede llevarse a cabo usando iniciadores anclados que dan lugar colgados
complementaros entre dos fragmentos de gen consecutivos que pueden
subsecuentemente ser templados y reamplificados para generar una secuencia de
gen quimérica (ver, por ejemplo, Ausubel et al. (eds. ) CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, 1892). Mas alin, muchos vectores
de expresién estin distribuidos comerciaimente los cuales codifican una parte
fusién (por ejemplo, una regién Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina).
Un agonista IL-21/IL-21R que codifica el dcidonucieico puede ser clonado en tai
vector de expresién de modo que la parte de fusién es ligada en cuadro a la

proteina de inmunoglobulina.

En algunas modalidades, los polipéptidos de fusiobn pueden existir como
oligbmeros, tales como dimeros (ejemplo, homo-0 hetero-dimeros) o trimeros. El
prior polipéptido y/o acidosnucleicos que codifican el primer polipéptido pueden ser

construidos usando métodos conocidos en la técnica.

En algunas modalidades, el primer polipéptido incluye un polipéptido agonista de
IL-21/IL-21R de longitud completa (por ejemplo, de IL-21 mil). Altemativaments, el
primer polipéptido comprende polipéptido IL-21/IL-21R con menos de su longitud
completa. Un péptido de sefial que puede estar incluido en la protelna de fusién es
MPLLLLLLLLPSPLHP (ID de Sec. No.: 8). Si es deseado, uno o mas aminoacidos
pueden adicionalmente ser insertados entre la primera parte del polipéptido que

comprende la parte agonista de IL-21/IL-21R y la segunda parte de polipéptido.

El segundo polipéptido es preferiblemente soluble. En algunas modalidades, el
segundo polipéptido mejora la vida media, (por ejemplo, la vida media del suero)

del polipéptido ligado. En algunas modalidades el segundo polipéptido incluye una
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secuencia que facilita la asociacién del polipéptido de fusién con un segundo
polipéptido agonista de IL-21/IL.-21R. En modalidades preferidas, el segundo
polipéptido incluye por lo menos una regién de un polipéptido de inmunoglobulina.
El polipéptido de fusion de inmunoglobulina es conocido en la técnica y se
describe por ejemplo la Patente Estadounidense No. 5,516, 964, 5,225, 538,
5,428, 130; 5,514, 582; 5,714, 147; y 5,455, 165.

En algunas modalidades, el segundo polipéptido comprende un polipéptido de
inmunoglobulina de longitud completa. El segundo polipéptido comprende un
polipéptido con inmunoglobulina con menor longitud completa, por ejemplo una
cadena pesada, cadena liviana, Fab, Fab2, Fv, o Fc. El segundo polipéptido puede
incluir 1a cadena pesada de un polipéptido de inmunoglobulina. El segundo

polipéptido puede incluir la regién Fc de un polipéptido de inmunoglobulina.

En algunas modalidades, el segundo polipéptido tiene menor fusion efectora que
en la fusién efectora de una regién Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina
tipo silvestre. La fusién efector de Fc incluye por ejemplo, el ligado de receptor Fc,
en la fijacién complementaria y la actividad vaciadora de célula T (ver por ejemplo,
la Patente Estadounidense No. 6,136, 310). Los métodos para ensayar la
actividad vaciadora de la célula T, funcién efectora de de Fc, y la estabilidad de del
anticuerpo son conocidas en la técnica. En una modalidad el segundo polipéptido
tiene poca o ninguna afinidad por el receptor Fc. En una modalidad altemativa, el
segundo polipéptido tiene poca o ninguna afinidad para la protelna

complementaria C1q.

Los polinucleétidos de agonista de IL-21/IL-21R aislados descritos aqul pueden

ser enlazados operativamente a una secuencia de control de expresién tal como
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los vectores de expresibn pMT2 o pED descritos en Kaufman et al., Acidos
Nucleicos Res. 19,4485-4490 (1991), para poder producir la protelna
recombinantemente, muchas secuencias de control de expresién adecuadas son
conocidas en la técnica. Métodos generales de expresar protelnas recombinantes
también son conocidos y son ejemplificados en R. Kaufman, Methods in
Enzymology 185,537-566 (1990). Como se defini6 aqul “enlazados
operativamente” significa ligados enzimatico o guimicamente para formar un
eniace covalente entre un polinucieétido particular que codifica una proteina de
interés y la secuencia control de expresién, de tal manera que la protelna de
interés {por ejemplo IL-21 otro agonista IL-21/IL-21R) es expresado por una célula
anfitriona que ha sido transformada (Trasnfectada) con el polinucleétido

ligado/secuencia de control de expresion.

El termino “Vector®, come se ha usado aqul, tiene el propésito de referirse a una
molécula de acido nucleico capaz de transportar, 0 sostener en mantenimiento o
replicacion de, otro dcido nucleico al cual ella ha sido ligada. Un tipo da vector es
un “plasmido”, el cual se refiere a un lazo de ADN ramificado doble circular en el
cual los sagmentos de ADN adicional pueden ser ligados. Otro tipo de vector es un
vector viral en donde segmentos de ADN adicionales pueden ser liados dentro del
genoma viral. Ciertos vectores son capaces de replicacién auténoma en una célula
anfitriona por dentro de la cual ellos son introducidos (por ejemplo, vectores
bacteriales que tienen un origen bacterial de replicacion y vectores episémales de
mamiferos). Otros vectores (por ejemplo, vectores no episbmales de mamiferos)
pueden ser integrados dentro del genoma de una célula anfitriona luego de la
introduccién dentro de la célula anfitriona, y asi son replicados junto con el _
genoma anfitrion. Méas a(in ciertos vectores son capaces de dirigir la expresién de

genes a los cuales ellos estan ligados operativamente. Tales vectores son
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referidos aqul como “vectores de expresion recombinantes® (o simplemente,
“vectores de expresién”). En general, los vectores de expresién de utilidad en
técnicas de ADN recombinantes estan frecuentes en la forma de plasmido. En la
especificacibn presente, “plasmido® y ‘“vector" pueden ser usados
intercambiablemente a medida ya que los plasmidos es la forma mas cominmente
usada de vector. Sin embargo, la invencién tiene el propésito de incluir tales otras
formas de vectores de expresiébn, como vectores virales (por ejemplo retrovirus
defectivos de replicacién, adenovirus y virus asociados con ADN), que sirven

funciones equivalentes.

El término “secuencia regulatoria® tiene el propésito de incluir promotores,
mejoradotes u otros elementos de de control de exprasién (por ejemplo sefiales de
poliadenilacién) que controlan la trascripcion o traduccién de los genes de cadena
de anticuerpos. Tales secuencias regulatorias son descritas, por ejemplo,
Goeddel; Gene Expression Technology : Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, CA (1980). Podra apreciarse por aquellos versados en la
técnica que el disefio del vector de expresién, incluye la seleccion de secuencias
regulatorias que deben depender de tales factores como la escogencia de la
célula anfitriona que va hacer transformada, el nivel de expresién de la protelna
deseada, etc. La secuencia regulatorias preferidas para la expresién de células
anfitrionas de mamlferos incluyen elemento virales que dirigen altos niveles de
expresion de proteina en células de mamiferos, tales como promotores y/o
mejoradotes derivados de el promotor FF-1 y BGH poli A, citomegalovirus (CMV)
(tal como el promotor/mejorador CMV), el virus Simian 40 (SV40) (tal como
promotor/mejorador SV40), adenovirus, (por ejemplo, el promotor tardio mayor de
adenovirus (AdMLP)) y polioma. Para una descripcién adicional de los elementos

regulatorios virales, y la secuencia de los mismo, ver por ejemplo, la Patente
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Estadounidense No. 5,168, 062 por Stinski, la Patente Estadounidense No. 4,510,

245 por Bell et al. y la Patente Estadounidense No. 4,968, 615 por Schaffner et al.

Los vectores de expresion recombinantes pueden portar secuencias adicionales,
tales como las secuencias que regulan la replicacién del vector en las células
anfitionas (por ejemplo, origenes de replicacién) y los genes marcadores
seleccionados. Los genes marcadores seleccionables facilitan la seleccién de la
células anfitrionas en las cuales el vector ha sido introducido (ver por ejempio, las
Patentes Estadounidenses Nos. 4,399, 216,4, 634,665 y 5,179, 017, todas por
Axel et al.). Por ejemplo, tipicamente el gen marcador seleccionable confiere
registencia a las drogas, tal como la G418, higromicina o metotrexato, en una
célula anfitiona dentro de la cual el vector ha sido introducido. Los genes
marcadores seleccionables preferidos incluyen el gen dihidrofolato reductasa
(DHFR) (para uso en células anfitionas dhfr con seleccion/amplificacién de

metotrexato) y el gen neo (para la seleccion G418 ).

Un nimero de células puede actuar como células anfitriona adecuadas para la
axpresion de la proteina agonista de IL-21/IL.-21R o0 la proteina de funcién de la
misma. Cualquier tipo célula capaz de expresar la proteina IL.-21/IL-21R funcional
puede ser usada. Las células anfitrionas de mamiferos adecuadas incluyen, por
ejemplo, la célula COS de mico, las células de ovarios de Hamster chino (CHO),
las células de rifién humano 293, las células epidérmicas humanas A431, las
células humanas Colo205, las células 3T3, las células CV-1, otras lineas de
células de primates transformadas, células diploides normales, sepas de células
derivadas de cultivos in vitro de tejido primario, explantes primarios, células HelLa,
células L de raton, BHK, HL-60, U937, HaK, Rat2, BaF3,32D, FDCP-1, PC12, Mix
o C2C12.
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La proteina agonista IL-21/IL-21R o protelna de fusibn de la misma puede
también ser producida por enlazado operativo de un polinucleétido que codifica tal
proteina para las secuencias de control adecuadas en uno o0 méas vectores de
expresion de insectos, y emplear un sistema de expresion de insectos. Los
materiales y métodos para la expresiébn del baculovirus/célula de insecto en
sistemas son comercialmente disponibles en forma de kit de, por ejemplo
invirogen, San Diego, Calif. U. S. A. (el kit MAXBAC®), y tales métodos son bien
conocidos en la técnica, como se describib en Summers y Smith, Texas
Agricultural Experiment Station Bulletin No. 1555 (1987), incorporado aqul como
referencia. Las formas solubles de la proteina MU-1 también pueden ser
producidas en células de insectos usando polinucledtidos aislados apropiados

como se describié anteriormente.

Altemativamente, en la proteina agonista IL-21/IL-21R o proteina de fusion de la
misma puede ser producida en eucariotas menores tales como levadura o
procariotas como las baciterias. Las setas de levadura adecuadas incluyen
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, sepas Kluyveromycaes,
Candida, o cualquier sepa de levadura capaz de expresar proteinas heterdlogas.
Las sepas bacteriales adecuadas incluyen la Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium, o cualquier sepa bacterial capaz de expresar proteinas

heterologas.

En una modalidad, IL-21 es producido en un bacterial sin una secuencia de sefial
(por ejemplo, sin una secuencia de sefial procaridtica o eucarittica) la expresién
en las bacterias pueden resultar en la formacién de cuerpo de inclusién que

incorporan la proteina recombinante. Asi, el redoblado de la proteina
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recombinante puede ser requerido para poder producir material activo o mas
activo. Diversos métodos para obiener protelnas dobles heterblogas
cormrectamente de cuerpos de inclusién bacterial son conocidos en la técnica. Esto
métodos generalmente involucran la solubilizacién de la protelna a partir de los
cuerpos de inclusién, entonces la desnaturalizacion de la proteina completamente

usando un agente caotrépico.

Cuando residuos de cisteina estdn presentes en la secuencia de aminoacido
principal de la proteina, la proteina puede ser redoblada en un ambiente que
facilite la formacién comecta de enlaces de disulfuro (por ejemplo, un sistema
redox). Los métodos generales de redoblado son descritos en Kohno, Meth.
Enzym., 185: 187-185 (1990). La EP 0433225 y U. S. 5,399, 677. Asano et al.
(2002) FEBSLett. 528 (1-3): 70-6 describe un método ilustrativo para redobla IL-21
producido en células bacteriales. Por ejemplo, el riL-21 (el IL-21 recombinante) es
expresado como cuerpos de inclusion insolubles en el E. coli entonces es
solubilizado (por ejemplo, usando un desnaturalizante) y redoblado usando un

método de didlisis modificado en el cual los reactivos redox son introducidos.

La proteina agonista de IL-21/IL-21R o protelna de fusion de la misma puede
también ser expresada como un producto de animales transgénicos, por ejemplo,
como un componente de la leche de vacas transgénicas, cabras transgénicos,
cerdo transgénicos, u ovejas transgénicos que son caracterizadas por células
somaticas o de germen que contienen una secuencia de polinucledtido que

codifican la protelna agonista IL-21/IL-21R o la proteina de fusién de la misma.

La proteina agonista de IL-21/IL-21R o protelna de fusién de la misma puede

también ser preparada por el crecimiento de un cultivo de células anfitrionas
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transformadas bajo condiciones de cultivo necesarias para expresar la proteina
deseada. La proteina expresada resultante puede ser entonces ser purificada a
partir del medio de cultivo 0 de extractos de célula. Las formas solubles de la
proteina agonista IL-21/IL-21R o protelna de fusidn de la misma puede ser
purificada a partir de medios acondicionados. Las formas de enlace de membrana
de la proteina MU-1 puede ser purificada por medio de preparar una fraccion de
membrana total a partir de las células que expresan y extraer las membranas con

un detergente no idnico tal como tritén X-100.

La proteina agonista de IL-21/IL-21R o proteina de fusién puede ser purificada
usando métodos conocidos por aquelios versados en la técnica. Por ejemplo, a
protelna agonista IL-21/IL-21R puede ser concentrada usando un filtro de
concentracién de proteina disponible comercialmente, por ejemplo, una unidad de
ultra filtracién AMICON® o MILLIPORE® PELLICON™. Luego de la etapa de
concentracion, el concentrado puede ser aplicado a una matriz de purificacion tal
como un medio de filtracién por gel. Altemativamente, una resina de intercambio
aniobnico puede ser empleada, por ejemplo, una matriz o sustrato que tenga
dietilaminoetil pendiente (DEAE) o grupos polieteileneimina (PEl). Las matrices
pueden ser acrilamida, agarosa, dextran, celulosa u otros tipos cominmente
empleados en purificacion de protelnas. Altemativamente, una etapa de
intercambio catidénico puede ser empleada. Los intercambiadores de catién
adecuados incluyen diversas matrices insolubles que comprenden grupos
sulfopropilo o carboximetilo. Los grupos sulfopropilos son los preferidos (por
ejemplo las columnas con S-Sefarosa®). La purificacién de la proteina MU-1 o
protelna de fusién del sobrenadante del cultivo puede también incluir uno o0 méas
etapas de columna sobre tales resinas de afinidlad coma la concanavalina A-

agarosa, heparin-TOYOPEARLO o Cibacrom blue 3GA SEPHAROSE; o por
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cromatografia de de interaccién hidrofébica utilizando tales resinas tales como
fenilo, feniléter, butiléter, o propiléter; o por cromatografia de inmunoafinidad.
Finalmente uno o més cromatografias liquidas de alto desempefio de fase inversa
(RP-HPLC) emplea en medio RP-HPLC hidrofébico, por ejemplo, gel de silice que
tiene metil pendiente u otros grupos alifaticos, peden ser empleados para purificar
adicionalmente la protelna agonista IL-21/IL-21R. Las columnas de afinidad
incluyen anticuerpos para la proteina agonista IL-21/IL-21R también pueden ser
usados en la purificacion de acuerdo con métodos conocidos. Algunos o todos de
las etapas de purificacién anteriores, en diversas combinaciones y con otros
métodos conocidos, también pueden ser empleados para suministrar una proteina
recombinante aislada sustancialmente purificada. Preferiblemente, la proteina
agonista IL-21/IL-21R aislada es purificada de modo que esta sustancialmente
libre de otras protelnas de mamiferos o, si se produjo en bacterias,

sustancialmente libre de otras proteinas bacteriales, por ejemplo las endotdxinas.

En otras modalidades los agonistas IL-21/IL-21R son anticuerpos, o fragmentos
que ligan antigeno del mismo, que se ligan a, por ejemplo la IL-21/IL-21R,
preferiblemente, la IL-21 o la IL-21R (por ejemplo humana o de murina), y activa

una actividad de IL-21.

Como se usa aqul, el término “anticuerpo® se refiere a una proteina que
comprende por lo menos uno, y preferiblemente dos, cadenas pesadas (H) de
regiones variables (abreviadas aqul como VH), y en por lo menos uno y
preferiblemente dos regiones variables de cadena liviana (L) (abreviada aqui como
VL). Las regiones VH y VL pueden ser subdivididas adicionalmente en regiones de
hipervariabilidad, llamadas “regiones determinantes complementarias® ("CDR"),

interdispersadas con regiones que son mas conservadas, llamadas “regiénes de
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trabajo” (FR). La extensién de la regién de trabajo y el CDR han sido definidos
precisamente (ver, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U. S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242, y Chothia, C. et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:
901-917, que son incorporadas aqui como referencia). Cada VH y VL esta
compuesto de tres CDR y cuatro FR, dispuestos desde términos amino a
terminales carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3,

FR4.

E! anticuerpo puede incluir adicionalmente una regién constante de cadena
pesada y liviana, para asl formar una cadena de inmunoglobulina pesada y liviana,
respectivamente. En una modalidad, el anticuerpo es un tetramero de dos
cadenas de inmunoglobulina pesadas y dos cadenas de inmunoglobulina livianas,
en donde las cadenas de inmunoglobulina pesadas y livianas estan
' interconectadas por, por ejemplo, enlaces de disulfuro. La regién constante de
cadena pesada estd comprendida de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. La region
constante de cadena liviana estd comprendida de un dominio, CL. La regién
variable de las cadenas pesada y liviana contiene un dominio de enlace que
interactia con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos que
tipicamente median el enlazado del anticuerpo a los tejidos anfitriones o factores,
incluyen diversas células del sistema inmune (por ejemplo células efectoras) y el

primer componente (C1q) del sistema complemento clasico.

Como se ha usado aqul, el término “inmunoglobulina” se refiere a una proteina
que consiste de uno o méas polipéptidos que sustancialmente son codificados por
genes de inmunoglobulina. Los genes de inmunoglobulina humana reconocidos

influyen el kappa, lambda, alfa (IgAl e IgA2), gamma (igG1, 1gG2, IgG3,

3¢
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IgG4),delta, epsilon y mu de genes de regién constante, lo mismo que genes de
region variable de inmunoglobulina como miriadas. Las “cadenas livianas® de
inmunoglobulina de longitud completa (cerca de 25 Kd o 214 aminoacidos) son
codificados pr un gen de region variable en el terminar NH2 (cerca de 110
aminoacidos) y un gen de regién constante Kappa o lambda en el terminal COOH.
Las "cadenas pesadas” de inmunoglobulina de longitud completa (cerca de 50 Kd
0 448 aminoéacidos), son codificadas similarmente por un gen de region variable
(cerca 116 aminodcidos) y uno de los otros genes de regién constante
anteriormente mencionados, por ejemplo e. g., gamma (que codifica cerca de 330

aminoacidos).

Como se utiliza aqui, "isotipo” se refiere a las clases de anticuerpo (por ejemplo

IgM o IgG1) que es codificado por genes region constante de cadena pesada.

El término “fragmento que liga antigeno® de un anticuerpo (o simplemente “porcién
de anticuerpo”, o “fragmento®), como se usa aqul, se refiere a uno o mas
fragmentos de un anticuerpo de longitud completa que retiene la habilidad para
ligar especificamente a un antigeno (por ejemplo, IL-21R). Ejemplos de
fragmentos que ligan involucrados dentro del término “fragmento que liga
antigeno” de un anticuerpo incluye (i) un fragmento Fab, un fragmento
monovalente que consiste de dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento
F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab enlazados por
un puente de disulfuro en la regién de articulacién; (jii) un fragmento Fd que
consiste de los dominios VH y CH1; y (iv) un fragmento Fv que consista de los
dominios VL y VH de un brazo 0Onico de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb
(Ward et al., (1989) Nature 341: 544-548), que consiste de un dominio VH; y (vi)

una regién determinante complementaria aislada (CDR). M4s a(in, aunque los dos

t
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dominios del fragmento Fv, VL. y VH, estan codificados por genes separados, ellos
pueden ser unidos, usando métodos recombinantes, por un enlazador sintético
que les permita estar hechos como una cadena de proteina tnica en la cual el par
de regiones VL y VH forman moléculas monovalentes (conocidas como cadena
unica Fv (scFv);, ver por ejemplo, Bird ef al. (1988) Science 242: 423-426; y Huston
et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85; 5879-5883). Tales anticuerpos de
cadena Unica también tienen el propdsito de estar involucrados dentro del témino
“fragmento que liga antigeno” de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo
son obtenidos utilizando técnicas convencionales conocidas por aquellos versados
en la técnica, y los fragmentos son separados en cuanto a su utilidad de la misma
manera que son los anticuerpos intactos. Una regién variable de inmunoglobulina
‘efectivamente humana” es una region variable de inmunoglobulina que incluye un
nimero suficiente de cuadros humanos de posiciones de aminoacido tal que la
region variable de inmunoglbbulina no produce una respuesta inmunogénica en un
humano nomal. Un anticuerpo “efectivamente humano” es un anticuermpo que
incluye un nimero suficiente de posiciones de aminoacido humanos tal que el
anticuerpo no produce una respuesta inmunogénica en un humano normal. Las
regiones variables de inmunoglobulina humana y efectivamente humana y sus

anticuerpos pueden ser usados.

Las protelnas IL-21 o IL-21R pueden ser usadas para inmunizar animales (por
ejemplo animales no humanos y animales no humanos que incluyen genes de
inmunoglobulina humana) para obtener anticuerpos policlonales y monocionales
que reaccionen especificamente con la proteina de agonista de IL-21/IL-21R y que
puedan activar un IL-21R. Tales anticuerpos pueden ser obtenidos usando la
proteina agonista IL-21/IL-21R completa como un inmunogen, o por medio de usar

fragmentos de IL-21/IL-21R. Los inmunogenes del péptido adicionalmente pueden

ks
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contener un residuo de cisteina en el terminal carboxilo, y son conjugados a un
hapteno tal como un agujero clave de lapa de hemocianina (KLH). Los
inmunogenes de péptido adicionales bueden ser generados reemplazando los
residuos de tirosina con residuos de tirosina sulfatada. Los métodos para sintetizar
tales péptidos son conocidos en la técnica, por ejemplo, como en R. P. Merrifield,
J. Amer. Chem. Soc. 85, 2149-2154 (1963); J. L. Krstenansky, et al., FEBS Lett.
211, 10 (1987).

Los anticuerpos monoclonales humanos (mAbs) dirigidos contra IL-21 o IL21R
pueden ser generados usando ratones transgénicos que portan genes de
inmunoglobulina humana en vez del sistema de raton. Los esplenocitos de estos
ratones transgénicos inmunizados con el antigeno de interés son usados para
producir hibridomas que secretan el mAbs humano con afinidades especificas
para epitopes de una proteina humana {ver, por ejemplo, WO 91/00906, WO
91/10741;, WO 92/03918; WO 92/03917; Lonberg, N. et al. 1994 Nature 368: 856-
859; Green, L. L. et al. 1994 Nature Genet. 7: 13-21; Morrison, S. L. et al. 1994
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 8851-6855; Bruggeman et al. 1993 Year Immunol T:
33-40; Tuaillon et al. 1993 PNAS 90: 3720-3724; Bruggeman et al. 1991 Eur J
Immunol 21 : 1323-1326).

Los anticuerpos monoclonales también pueden ser generados por otros métodos
conocidos por aquellos versados en la técnica de la tecnologla de ADN
recombinante. Un método alternativo, referido como el método “de visualizacion de
anticuerpo combinatorial®, ha sido desarrollado para identificar y aislar fragmentos
de anticuerpo que tienen una especificidad de antigeno particular, y que pueden
ser utilizados para producir anticuerpos monoclonales (para las descripciones de

visualizacion de anticuerpo combinatorial ver por ejemplo, Sastry et al. 1989 PNAS
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86: 5728; Huse et al. 1989 Science 246: 1275, y Orandi et al. 1989 PNAS 86:
3833). Después de inmunizar un animal con un inmunogen como se describid
anteriormente, el repertorio de anticuerpo de la piscina de células B resultante es
clonado. Los métodos son generalmente conocidos para la obtencién de la
secuencia de ADN de las regiones variables de una poblacion diversa de
moléculas de inmunoglobulina por medio de usar una mezcla de cebadores de
oligbmero y PCR. Por ejemplo, cebadores de oligonucledtidos mezclados
comrespondientes al lider 5’ (péptido de sefial) y/o secuencias de estructura 1
(FR1), lo mismo que el cebador de un cebador de regién constante conservado en
3' puede ser usado para la amplificacion PCR de las regiones variables de las
cadenas pesada y liviana de un nimero de anticuerpos de muridos (Larrick et al.,
1991, Biotechniques 11: 152-156). Una estrategia similar puede también ser usada
para amplificar regiones variables de cadenas pesada y liviana humanas de
anticuerpos humanos (Larrick et al., 1991, Methods: Companion to Methods in
Enzymology 2: 106-110).

Los anticuerpos quiméricos, incluyendo cadenas de inmunoglobulina quimeérica,
pueden ser producidos por técnicas de ADN recombinante conocidas en la
técnica. Por ejemplo, un gen que codifica la regién constante Fc de un murido (u
otras especies) de la molécula de anticuerpo monoclonal es digerida con enzimas
de restriccibn para remover la regiébn que codifica el Fc del mdrido, y la porcidn
equivalente de un gen que codifica una regién constante Fc humana es sustituida
(ver Robinson et al., Publicacién de Patente Intemacional PCT/US86/02269; Akira,
et al., Solicitud de Patente Europea 184, 187; Taniguchi, M., Solicitud de Patente
Europea 171,496; Momison et al., Soliciud de Patente Europea 173,494;
Neuberger et al., Solicitud internacional WO 86/01533; Cabilly et al. Patente U. S.
No. 4,816, 567; Cabilly et al., Solicitud de Patente Europea 125,023; Better et al.
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(1988 Science 240: 1041-1043); Liu et al. (1987) PNAS 84: 3439-3443; Liu et al.,
1987, J Immunol. 139: 3521-3526; Sun et al. (1987) PNAS 84. 214-218; Nishimura
et al., 1987, Canc. Res. 47: 999-1005; Wood et al. (1985) Nature 314: 446-449; y
Shaw et al., 1988, J. Nat! Cancer Inst. 80: 1553-1559).

Un anticuerpo o una cadena de inmunoglobulina pueden ser humanizados por
métodos conocidos en la técnica. Los anticuerpos humanizados, incluyen cadenas
de inmunogiobulina humanizada, pueden ser generados por medio de reemplazar
las secuencias de la region variable Fv que no se involucran directamente an ligar
el antigeno con secuencias equivalentes de regiones variables Fv humanas. Los .
métodos generales para generar anticuerpos humanizados estdn provistos por
Morrison, S. L., 1985, Science 229: 1202-1207, por Oi et al., 1986, BioTechniques
4: 214, y por Queen et al. US 5,585,089, US 5,693,761 y US 5,693,762, los
contenidos de los cuales se incorporan aqui como referencia. Aquellos métodos
incluyen aislar, manipular, y expresar las secuencias de &cido nucleico que
cadifican todo o parte de las regiones variables Fv de inmunoglobulina de por lo
menos uno de una cadena pesada o liviana. Las fuentes de tales acidos nucleicos
son bien conocidas por aquellos versados en la técnica y, por ejemplo, pueden ser
obtenidos a partir de un hibridoma que produce un anticuerpo contra un objetivo
predeterminado. El ADN recombinante que codifica el anticuerpo humanizado, o
fragmento del mismo, puede entonces ser clonado en un vector de expresién

apropiado.

Las moléculas de anticuerpo CDR injertadas o humanizadas o las
inmunoglobulinas pueden ser producidas por injerto CDR o sustitucién CDR, en
donde uno, dos, o todos los CDR de una cadena de inmunoglobulina pueden ser

reemplazados. Ver, por ejemplo, la Patente Estadounidense 5,225,539; Jones et
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al. 1986 Nature 321: 5§52-525; Verhoeyan et al. 1988 Science 239: 1534; Beidler et
al. 1988 J. Immunol. 141: 4053-4060; Winter US 5,225,539, Los contenidos de los
cuales se incorporan expresamente aqul como referencia. Winter describe un
método de injerto CDR que puede ser usado para preparar los anticuerpos
humanizados (Solicitud de Patente Britanica GB 2188638A, presentada en Marzo
26,1987; Winter US 5,225,639), los contenidos de los cuales se incorporan
expresamente como referencia. Todos los CDR de un anticuerpo humano
particular pueden ser reemplazadas con por io menos una porcién de un CDR no
humano o solamente algunos de los CDR pueden ser reemplazados con CDR no
humano. Solamente es necesario reemplazar el nimero de CDR requeridos para

el ligado del anticuerpo humanizado a un antigeno determinado.

En algunas implementaciones, los anticuerpos monoclonales, quimeéricos y
humanizados pueden ser modificados por, por ejemplo, eliminacién, agregacion o
sustituciéon de otras porciones del anticuerpo, por ejemplo la regidn constante. Por
ejemplo, un anticuerpo puede ser madificado como sigue: (i) por medio de eliminar
la regidon constante; (ii) por medic de reemplazar la regién constante con otra
regibn constante, por ejemplo una regidn constante que incremente la vida
promedio, la estabilidad o la afinidad del anticuerpo, 0 una regién constante de
otra especie o clase de anticuerpo, o (iii) por medio de modificar uno o mas
aminodcidos en la regién constante para alterar, por ejemplo, el nimero de sitios
de glicosilacion, funcién de célula detectora, ligado de receptor Fc (FcR), fijacién

de complemento, entre otros.

Los métodos para alterar una region constante de anticuerpos son conocidas en la
-técnica. Los anticuerpos con funcién alterada, por ejemplo afinidad alterada para

un ligando efector, tal como el FcR sobre una célula, o el componente C1 del
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complemento puede ser producido por medio de reemplazar por lo menos un
residuo de aminoéacido en la porcién constante del anticuerpo con un residuo
diferente (ver por ejemplo, EP 388,151 A1, US 5,624,821 y US 5,648,260). Un tipo
similar de alteraciones podria ser descrito el cual si se aplica a la murina u otras

especies de monoglobulina reduciria o eliminaria estas funciones.

Por ejemplo, es posible alterar la afinidad de una regién Fc de un anticuerpo (por
ejemplo un IgG, tal como un IgG humano) para un FcR (por ejempio, Fc gamma
R1), o para unligado de C1q por medio de remplazar los residuos especffico(s)
con un residuo o residuos que tienen una funcionalidad apropiada sobre su
cadena lateral, o por medio de introducir un grupo funcional cargado, tal como
glutamato o aspartato, o quizds un residuo no polar aromatico tal como

feenilalanina, tirosina, triptofan or alanina (ver por ejemplo, US 5,624,821).

En una modalidad, un agonista de IL.-21R es un agente que interactia con IL-21R
y.otra subunidad receptora, por ejemplo yc. Por ejemplo, el agente puede ser una
protelna que interactia con IL-21R y otra subunidad receptora, por ejemplo yc. La
proteina puéde ser, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico que incluye un sitio de
ligado de antigeno que interactia con IL-21R y otro sitio de ligado de antigeno que
interactia con yc. El ligado de.tales proteinas puede ser usado para reticular y
agonizar el receptor, por ejemplo activar o incrementar las sefializaciones STAT3

o STATS.

En una modalidad, un agonista IL-21/IL-21R es un agente (por ejemplo, una
inmunoglobulina) que estabiliza una interaccién con IL-21/IL-21R, por ejemplo, por

medio de ligar uno o ambos de IL-21 e IL-21R.
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Los agonistas de las proteinas IL-21/IL-21R pueden ser separadas para, por
ejemplo, ligar y/o la activacion de un polipéptido IL-21R usando los procedimientos
conocidos en la técnica. Los ensayos de ligado usando una protelna de ligado
deseada, inmovilizada o no, son conocidos en la técnica y pueden ser usados para
este propésito usando la protelna IL-21R como se describié aqui. La célula
purificada con base en la protelna (célula libre) en los ensayos de separacion
puede ser usada para identificar tales agonistas. Por ejemplo, la proteina IL-21R
puede ser inmovilizada en una forma purificada sobre un vehiculo y ligandos
potenciales a la proteina IL-21R purificada pueden ser medidos. Los ensayos con
base en la célula para evaluar la actividad del IL-21R y las sefializaciones STAT3

o STATS son conocidos. Ejemplos se describen aqul.

Composiciones Farmacéuticas

Los agonistas [L-21/IL-21R pueden ser usados como composiciones
farmacéuticas cuando son combinadas con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Tal oposicion puede contener, adicionalmente a los agonistas 1L-21/IL-
21R y el vehiculo, diversos diluyentes, cargas, sales, amortiguadores,
estabilizadores, solubilizadores, y otros materiales bien conocidos en la técnica. El
término “farmacéuticamente aceptable” significa un material no tdxico que no
interfiere con la efectividad de la actividad biol6gica del ingrediente activo. Las

caracteristicas del vehiculo dependeran de la junta de administracion.

La composicién farmacéutica puede contener adicionaimente otros agentes
antiinflamatorios como se describe en mas detalle adelante. Tales factores
adicionales y/o agentes pueden ser incluidos en la composicién farmacéutica para

producir un efecto sinergistico con un agonista IL-21/IL-21R, o para minimizar
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efectos colaterales causados por lo agonistas IL-21/IL-21R. Inversamente, los
agonistas IL-21/IL-21R pueden ser incluidos en formulaciones del agente
antiinflamatorio particular para minimizar los efectos colaterales del agente

antiinflamatorio.

La composicién farmacéutica puede estar en la forma de un lippsoma en ia cual
los agonistas IL-21/IL-21R son combinados, en adicion con otros vehlculos
farmacéuticamente aceptables, con agentes amfipaticos tales como llpidos que
existen en forma agregada como mecelles, monocapas insolubles, cristales
liquidos, o capas lamelares las cuales estin en solucién acuosa. Los lipidos
adecuados para la formulacién liposomal incluye, sin limitacién, monoglicéridos,
diglicéridos, sulfatidos, lisolecitina, fosfollpidos, saponina, acido biliar, y similares.
La preparacién de tales formulaciones liposomales estin dentro del nivel
experticio en la técnica, seglin se describié, por ejemplo, en la Patente
Estadounidense No. 4,235,871; Patente Estadounidense No. 4,501,728; Patente
Estadounidense No. 4,837,028; y Patente Estadounidense No. 4,737,323, todas

las cuales se incorporan aqui como referencia.

Como se usa aqul, el término “cantidad terapéuticamente efectiva® significa la
cantidad total de cada componente activo de la composicién famrmacéutica o
método que es suficiente para mostrar un beneficio significativo al paciente, por
ejemplo, el mejoramiento de los sintomas de, la curacién de o el incremento en el
indice de curacion de tales condiciones. Cuando se ha aplicado a un ingrediente
activo individual, administrado solo, el término se refiere a ese ingrediente solo.
Cuando es aplicado a una combinacion, el término se refiere a las cantidades
combinadas de los ingredientes activos que resulta en el efecto terapéutico, sin

importar si es administrado en combinacién, serialmente o simultdneamente.
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Al practicar el método de tratamiento o uso, una cantidad terapéuticamente
efactiva de un agonista IL-21/IL.-21R es administrado a un sujeto, por ejemplo,
mamffero (por ejemplo un humano). Un agonista IL-21/1L-21R puede ser
administrado solo o en combinacién con otras terapias tal como tratamientos que
emplean agentes antiinflamatorios. Cuando es co administrado con uno o mas
agentes, un agonista IL-21 y/o IL-21R puede ser administrado sea
simuitdneamente con el segundo agente, o secuenciaimente. Si es administrado
secuencialments, el médico puede decidir que la secuencia apropiada de
administracion de un agonista IL-21/IL-21R en combinacién con otros agentes. La
administracién de un agonista IL-21/IL-21R usado en la composicién farmacéutica
o para practicar el método de la presente invencion puede llevarse a cabo de una
variedad de maneras convencionales, tal como ingestién, oral, intracraneal,
inhalacién, o inyeccién o administracién cutanea, subcutanea o intravenosa. Por
ejemplo, la composicién puede ser suministrada como un epidural 0 de otra

manera, por ejemplo, al fluido cerebroespinal.

Cuando una cantidad terapéuticamente efectiva de un agonista IL-21/IL-21R es
administrada oralmente, el agente de ligado estard en la forma de una tableta,
capsula, polvo, solucién o elixir. Guando es administrado en forma de tableta, la
composicion farmacéutica puede contener adicionalmente un vehiculo sélido tal
como una gelatina o un adyuvante. La tableta, cépsula, y el polvo contienen entre
cerca de 5 a 95% del agente ligante, y preferiblemente entre cerca de 25 a 90%
del agente de ligado. Cuando es administrado en forma liquida, un portador liquido
0 vehiculo liquido tal como agua, petréleo, aceites de origen animal o de plantas
tales como aceite de manl, aceite mineral, aceite de soja, o aceite sésamo, o

aceites sintéticos pueden ser agregados o aceites sintéticos pueden ser
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agregados. La forma liquido de la composicion farmacéutica puede contener
adicionalmente solucién salina fisioldgica, dextrosa u otra solucién de sacéaridos o
glicoles, tales como etilenglicol, propilenglicol o propilenglicol. Cuando es
administrado en forma liquida, la composicién farmacéutica contiene entre cerca
de 0,5 a 90% en peso del agente de ligado, y preferiblemente entre cerca de 1 a

50% del agente de ligado.

Cuando una cantidad terapéuticamente efectiva de un agonista IL-21/IL-21R es
administrada por medio de inyeccién intravenosa, cutanea o subcutanea, el agente
de ligado estara en la forma de una solucién acuosa parenteraimente aceptable
libre de pirdgeno. La preparacién de tal solucibn de proteina parenteralmente
aceptable, que debido al ph, isotonicidad, estabilidad y similares, esta dentro del
alcance de la técnica. Una composicién famacéutica preferida para una inyeccion
intravenosa, cutanea o subcutinea debe contener adicionalmente al agente de
ligado un vehliculo isotdnico, tal como una inyeccién de cloruro de sodio, inyeccion
de Ringer, inyeccién de dextrosa, inyeccidn de dextrosa y cloruro de sodio,
inyaccidon de Ringer lactada, u otro vehiculo segin es conocido en la técnica. La
composicion farmacéutica de la presente invencién puede también contener
estabilizadores, preservativos, amortiguadores, antioxidantes, u otro aditivo

conocido por aquellos versados en la técnica.

La cantidad de un agonista IL-21/IL-21R en la composicién farmacéutica de la
presente invencidon puede depender de la naturaleza y severidad de la condicion
que esta siendo tratada, o de la naturaleza de tratamientos anteriores haya tenido.
El médico que atiende puede decidir la cantidad de agonista con la cual tratar
cada paciente individual. Iniciaimente, por ejemplo, el médico puede administrad

dosis bajas del agente de ligado y observar la respuesta del paciente. Dosis méas
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grandes del agente de ligado deben ser administradas hasta que el efecto
terapéutico dptimo es obtenido para el paciente, y en ese punto la dosificacion no
se incrementa generaimente mas o por medic de monitorear los niveles de
citosina o0 uno o mas de los sintomas. Se ha contemplado que en diversas
composiciones famacéuticas usadas para practicar el método de la presente
invencion deben contener entre cerca de 0,1 ug a cerca de 100 mg del agonista

IL-21/IL-21R por kg de peso corporal.

Por ejemplo, las dosificaciones pueden incluir entre cerca de 10 ug—1mg, 0,1 -5
mg, y 3 - 50 mg del agonista IL-21/IL-21R por kg de peso corporal. Las
dosificaciones utiles de IL-21 pueden adicionalmente incluir entre cerca de 5 pg -
1 mg, 5 ug -1 mg, 0,1 — 5 mg, y 3 - 20 mg de antagonista IL-21/IL-21R por kg de

peso corporal.

La duracion de la terapia intravenosa usando la composicion farmacéutica puede
variar, dependiendo de la severidad de la enfermedad que esta siendo tratada y la
condicién y respuesta idiosincrasica potencial de cada paciente individual. La
duracién de cada aplicacién del agonista IL-21/IL-21R puede estar, por ejemplo,
en el rango de 12 a 24 horas de administraciéon intravenosa continua. El médico
que atiende puede decidir la duracidon apropiada de la terapia intravenosa

utilizando la composicién farmacéutica de la presente invencion.

Adicionalmente a los agonistas IL-21/IL-21, en donde tales agonistas son
protelnas, la enfermedad o desorden puede ser tratada o prevenida por medio de
la administracién o uso de polinucledtidos que codifican tales proteinas (tal como

por ejemplo terapias de gen o vectores adecuados APRA introduccién del ADN).
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Usos de los agonistas IL-21/IL-21R para promover una respuesta inmune

En un aspecto, la presente invencién suministra métodos para tratar (por ejemplo
curar, suprimir, mejorar, retardar o impedir el ataque de, o impedir la recurrencia o
relapso de (o prevenir un desorden inmunoldgico del sistema nervioso) por
ejemplo, un desorden inmuinolégico crénico del sistema nervioso, incluyendo
esclerosis miiltiple), en un sujeto. El método incluye: administrar al sujeto un
agonista [L-21/IL-21R, en una cantidad suficiente para modular la actividad celular
inmune y/o el nimero celular (por ejemplo para modular niveles de citosina,
ejemplo, expresién de citosina, produccién y/o liberacidén de citosina), tratando ast
0 impidiendo el desorden inmunolégico del sistema nervioso, por ejemplo la

esclerosis multiple.

La esclerosis muiltiple (MS) es una enfermedad del sistema nervioso central que
ostad caracterizado por la inflamacién y pérdida de as cubiertas de mielina — el
material grasoso que alsla los nervios y @8 necesaria para la funciébn adecuada del
nervio. La inflamacién que resulta de una respuesta inmune que es modulada por
un IL-21 puede ser impedida o tratada con los agonistas IL-21/IL-21R descritos
aqui. En un modelo de ratén de encefalitis auntoinmune experimental (EAE) para
esclerosis multiple (Tuohy et al. (J. Inmunol. (1988) 141: 1126 - 1130), Sobel et al.
(J. immunol. (1984) 132: 2383 - 2401), y Traugott (Cell Immunol. (1989) 119: 114 -
129), tratamiento de ratones con inyecciones de IL-21 antes de la inyeccién del
EAE reduce los sintomas de la enfermedad. De acuerdo con lo anterior, lo
agonistas IL-21/IL-21R descritos aqul puede similarmente ser usados para tratar o

evitar la esclerosis miiltiple en humanos.
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Pacientes adecuados para tal tratamiento pueden ser identificados por criterios
que establecen un diagnéstico de MS definitivo clinicamente segun se definié en el
trabajo sobre el diagndstico de MS (Poser et al., Ann. Neurol. 13: 227, 1983).
Brevemente, un individuo con MS definitivo clinicamente ha tenido dos ataques y
evidencia clinica de una lesién y evidencia para cllnica de otra, lesién separada. El
MS definitivo puede también ser diagnosticado por la evidencia de dos ataques y
tandas oligoclonales de IgG en el fluido cerebroespinal o por la combinacién de un
ataque, evidencia clinica de dos lesiones y la banda oligocional de IgG en el fluido
cersbroespinal. Criterios ligeramente inferiores son usados para el diagndstico de

MS quimicamente probable.

El tratamiento efectivo de la esclerosis miiltiple puede ser examinado de diferentes
maneras. Satisfacer cualquiera de los siguientes criterios de evidencia de
tratamiento efectivo. Se utilizan tres criterios principales diferentes: EDSS (escala
de estado de inhabilidad extendida), apariencia de exacerbaciones o MRI
(formacién de imégenes por resonancia magnética). E| EDSS es un medio para
gradual el deterioro clinico debido al MS (Kurtzke, Neurology 33: 1444, 1983).
Ocho sistemas funcionales son evaluados para el tipo y severidad del deterioro
neurolégico. Brevemente, antes del tratamiento, los pacientes son evaluados en
cuanto al deterioro en los siguientes sistemas: piramidal, cerebelo, tallo cerebral,
sensorial, vaso y rifiones,, visual, cerebral, y otros. Seguimientos que conducen a
intervalos definidos. Los rangos de la escala de 0 (normal) a 10 (muerte debido a
MS).Una disminucién de una etapa completa define un tratamiento efectivo en el
contexto de la presente invencién (Kurtzke, Ann. Neurol. 36: 573-79,1994). Las
exacerbaciones son definidas como la aparicién de un nuevo sintoma que es
atribuible al MS y acompafiado por una anomalidad neurolégica nueva apropiada

(IFNB MS Study Group, supra). Adicionalmente, la exacerbacién puede durar por
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lo menos 24 horas y estar precedida por la estabilidad o mejoramiento durante por
lo menos 30 dias. Brevemente, a los pacientes se les hace un examen neurolégico
estandar por los médicos intemos. Las exacerbaciones pueden ser suaves,
moderadas o severas de acuerdo con los cambios en una escala de graduacion
neurolégica (Sipe et al., Neurology 34: 1368, 1984). Un velocidad de exacerbacién
anual y proporcion de de pacientes libres de exacerbacién se ha determinado. La
terapia que se considera efectiva es si existe una diferencia estadisticamente
significativa en la velocidad o proporcién de ios pacientes libres de exacerbacién
entre el grupo tratado y el grupo placebo para cualquiera de estas medidas.
Adicionaimente, el tiempo de la primera exacerbaci6bn y la duracion de la
exacerbacion y severidad también pueden ser medidas. Una medida de
efectividad como terapia a este respeciv es una diferencia estadisticamente
significativa en el momento hacia la primera exacerbacién o duracién y severidad

en el grupo tratado comparado con el grupo de control.

El MRI puede ser usado para medir lesiones activas usando imagenes mejoradas
de gadolinio DTPA (McDonald et al. Ann. Neurol. 36: 14, 1994) o la localizacién y
grado de las lesiones usando técnicas de pesado T2. En resumen, se obtienen los
MRI. El plano de la sima imagen del plano y la posicién del paciente son usados
para cada estudio posterior. Las secuencias de posicionamiento e imagenes
pueden ser escogidas para maximizar la deteccion de la lesion y facilitar el trazado
de la lesibn. Las mismas secuencias de posicionamiento e imagen pueden ser
usadas en estudios posteriores. La presencia, localizacion y grado de lesiones por
MS pueden ser determinadas por los radiélogos. Las areas de lesién pueden ser
disefiadas y divididas sumadas por la division para el érea total de la lesién. Se
pueden hacer tres andlisis: evidencia de nuevas lesiones, proporcién de aparicién

de lesiones activas, porcentaje de cambio en el drea de lesion (Paty et al.,
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Neurology 43: 665,1993). El mejoramiento debido a la terapia puede ser
establecido por una mejora estadisticaments significativa en un paciente individual

comparado con la linea base o en grupo tratado contra un grupo placebo.

Sintomas ilustrativos asociados con la esclerosis miiltiple incluyen: neuritis 6ptica,
diplopia, nistagmus, dismetria ocular, oftaimoplegia interanuclear, fosfenos de
movimiento y sonido, defecto pupilar aferente, paresis, monoparesis, paraparesis,
hemiparesis, cuadraparesis, plejia, paraplejia, hemiplejla, tetraplejia, cuadraplejia,
espasticidad, disartria, atrofia muscular, espasmos, calambres, hipotonia, clonus,
mioclonus, mioquimia, sindrome de piema dormida, calda de pie, reflejos
disfuncionales, paraestesia, anestesia, neuralgia, dolor neuropatico y neurogénico,
'hermitte's, disfuncién proprioceptiva, neuralgia trigeminal, ataxia, temblor de
intencién, dismetria, vestibular ataxia, vértigo, ataxia del habla, distonia,
disdiadocoquinesia, micturation frecuente, espasticidad de vejiga, flacidez de
vejiga,dissinergia detrusora de esfinter, disfuncidén eréctil, anorgasmia, frigidez,
constipacién, urgencia pecal, incontinencia fecal, depresion, disfuncién cognitiva,
demencia, movimientos de balanceo suave, labilidad emocional, euforia, sindrome
bipolar, ansiedad, afasia, disfasia, fatiga, sintoma uhthoff, reflujo gastroesofageal,

y desérdenes de sueflo.

Pacientes candidatos para la prevencion deben ser identificados por la presencia
de factores genéticos. Por ejemplo, una mayoria de los pacientes con MS tienen
HLA-tipo DR2a y DR2b. Los pacientes con MS tienen disposiciones genéticas al
MS quienes estdn adecuadas para el tratamiento caen dentro de dos grupos.
Primero son pacientes con enfermedad temprana del tipo remitente y que recae.
La entrada de los criterios puede incluir la duracién de la enfermedad de méas de

un afio, la marcacion EDSS de 1,0 a 3,5, la rata de exacerbacién de mas de 0,5
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por ailo, y libre de exacerbaciones clinicas durante dos meses antes del estudio.
El segundo grupo incluirla gente con progreso de la enfermedad mayor a 1.0
EDSS unidades/afio durante los pasados dos afios. Los pacientes candidatos para
la prevencién pueden ser identificados evaluando los pardmetros de citosina, por

ejemplo, un parametro IL-10 o IL-21.

La eficacia del agonista IL-21/IL.-21R en el contexto de la prevencion es juzgada
con base en el criterio siguienta: fracuencia de céiulas T reactivas MBP
determinadas por dilucién limitativa, respuesta de proliferacion de lineas y clones
de células T reactivas MBP, perfiles de citosina de las lineas de células T y clones
para el MBP establecido de los pacientes. La eficacia es establecida por la
disminucién en la frecuencia de las células reactivas, una reduccién en la
incorporacién de timidina con el péptido alterado comparado al nativo, y una
reduccién en TFN o IFN-a. Las medidas clinicas incluyen la velocidad de relapso
en un intervalo de uno o dos aflos, y un cambio en EDSS, incluyendo el tiempo de
progresién desde la linea base de 1.0 unidades sobre el EDSS el cual persiste
durante seis meses. Sobre una curva Kaplan-Mejer, un retardo en la progresién
sostenida de inhabilidad muestra eficacia. Otro criterio incluye un cambio en el
area y en el volumen de las imagenes T2 sobre MRI, y el nGmero y volumen de

lesiones determinadas por imagenes mejoradas por gadolinio.

En una modalidad, los agonistas IL-21/IL-21R, por ejemplo composiciones
farmacéuticas de los mismos, son administrados en terapia de combinacion, es
decir, combinados con otros agentes, por ejemplo agentes terapéuticos, [os cuales
son Utiles para tratar condiciones patolégicas o desérdenes patolégicos, tales
como desdrdenes de inmune e inflamatorios del cerebro, por ejemplo, esclerosis

maitiple. El término "en combinacién® en este contexto significa que los agentes se
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dan sustancialmente contemporéneos, sea simultdneamente o secuenciaimente.
Si se dan secuencialmente, en el establecimiento de la administraciéon del segundo
compuesto, el primero de los dos compuestos es preferiblemente todavia

detaectable a concentraciones efectivas en el sitio de tratamiento.

Por ejemplo, la terapia de combinacién puede incluir uno o méas agonistas IL-21/IL~
21R (por ejemplo un polipéptido o proteina de fusion IL-21, un agonista de péptido
0 un agonista de molécuila pequefia) co-formulado con, y/o co-administrado con,
uno o més agentes terapéuticos adicionales, por ejemplo, una o mas citocinas e
inhibidores de factor de crecimiento, inmunosupresores, agentes anti-
inflamatorios, inhibidores metabélicos, inhibidores de enzimas, y/o agentes
citotdxicos o citoestaticos, como se describe en méas detalle adelante. Mas adn,
uno o mas agonistas IL-21/IL-21R descritos aqul pueden ser usados en
combinacion con dos 0 mas de los agentes terapéuticos descritos aqul. Tales
terapias de combinacién pueden utilizar ventajosamente dosificaciones mas bajas
de los agentes terapéuticos administrados, evitando asl posibles toxicidades o
complicaciones asociadas con las varias monoterapias. Mas audn, los abentes
terapéuticos descritos aqul actian sobre trayectos que difieren del trayecto
receptor IL-21/IL-21R, y por lo tanto se espera que promuevan y/o sinergizen con
los efectos de los agonistas IL-21/IL-21R. Los agentes terapéuticos preferidos
usados en combinacién con un agonista IL-21/IL-21R son aquellos agentes que
interfieren en diversas etapas en la respuesta autoinmune y subsiguiente

inflamatoria.

Ejemplos no limitativos de agentes para tratar o prevenir esclerosis miltiple con
los cuales un agonista IL-21/1L-21R puede ser combinado incluyen los siguientes:

interferones, por ejemplo, interferdn-beta-la (por ejemplo, AVONEXTM; Biogen) e
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interferon-I8 (BETASERON™; interferén  humano sustituido en la posicién 17;
Berlex/Chiron); acetato de glatiramero (también llamado Copolimero 1, Cop-1;
COPAXONE™:; Teva Phamaceutical Industries, Inc.); oxigeno hiperbarico;
inmunoglobulina intravenosa; clabribina; antagonistas de TNF segiin se describe
aqul; corticoesteroides; prednisolona;  metilprednisclona;  azatioprina;
ciclofosfamida; ciclosporina; metotrexato; 4-aminopiridina; y tizanidina. Los
antagonistas adicionales que pueden ser usados en combinacién con los
agonistas de IL-21 incluyen anticuerpos para, o antagonistas de, otras citocinas o
factores de crecimiento humano, por ejemplo TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-12 IL-15, IL-16, IL-18, EMAP-11, GM-CSF, FGF, y PDGF. Los agonistas de IL-
21 como se describen aqul pueden ser combinados con anticuerpos para
moléculas de superficie celular tales como CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, CD28,
CD30, Cb40, CD45, CD69, CD80, CD8s, CI590 o sus ligandos. Los agonistas de
IL-21 también pueden ser combinados con agentes, tales como metotrexato,
ciclosporina, FK506, rapamicina, micofenolato mofetil, leflunomida, NSAID, por
ejemplo, ibuprofeno, corticoesteroides tales como prednisolona, inhibidores de
fosfodiesterasa, agonistas de adenosina, agentes antitrombéticos, inhibidores de
complemento, agentes adrenérgicos, agentes que interfieren con la sefializacién
por citocinas proinflamatorias como se describe aqui, inhibidores de enzima que
convierten IL-Ip (por ejemplo, Vx740), anti-P7, PSGL, inhibidores TACE,
inhibidores de sefalizaciébn de células T tales como inhibidores de quinasa,
inhibidores de Iloproteinasa de metal, sulfasalazina, azatloprina, 6-
mercaptopurinas, inhibidores de enzima que convierten angiotensina, receptores
de citosina soluble y derivados de ellos, como se describe aqul, y citocinas anti-

inflamatorias (por ejemplo IL4, IL-10, IL-13 y TGF).



WO 2004/084835 62 PCT/US2004/008833

Ejemplos de agentes terapéuticos para tratar o prevenir la esclerosis mdltiple con
la cual los agonistas IL-21/IL-21R pueden ser combinados incluyen el interfer6n-§,
por ejemplo, IFN pB-1a e IFN B-1pB; acetato de glatirAmero (por ejemplo,
COPAXONE), corticoesteroides, inhibidores de IL-1, inhibidores de TNF,
anticuerpos para el ligando CD40 y CD80, y antagonistas de IL-12. Ejemplos
adicionales incluyen agentes que pueden ser usados para tratar uno o mas
sintomas o efectos colaterales del MS, por ejemplo, amantadina, baclofen, aceite
mineral, papaverina, meclizinae, hidroxizina, sulfametoxazol, ciprofloxacina,
docusato, ciprofioxacina, pemolina, dantrolenoce, desmopresina, desmopresina,
dexametasona, prednisonae, tolterodina, fenitoina, oxibutinina, oxibutinina (férmula
de liberacién extendida), bisacodil, venlafaxina, amitriptilina, laxativo suavizador
docusato inodoro, fosfato de sodio, metenamina, . baclofen (intratecal),
clonazepam, isoniazida, vardenafil, nitrofurantoin, psilium muciloide hidrofilico,
alprostadil, gabapentin, mitoxantrona, oxibutinina, nortriptilina, paroxetina,
hidréxido de magnesio, bromuro de propantelina, alprostadil, modafinil, fluoxetina,
fenazopiridina, glicerina, metilprednisolona, carbamazepina, imipramina,

diazepam, sildenafil, bupropion, tizanidina, y sertralina.

Ejemplos de aquellos agentes que incluyen antagonistas de IL-12, tales como
anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos © generados in vitro (o
fragmentos que ligan antigenos de los mismos de los mismos) que ligan al IL-12
(preferiblemente el IL-12 humano), por ejemplo, el anticuerpo descrito en la WO
00/56772, Genetics Institute/BASF); inhibidores del rece:ptor de IL-12, por ejemplo,
anticuerpos para el receptor IL-12 humano; y fragmento§ solubles del receptor [L-
12, por ejemplo, receptor IL-12 humano. Ejemplos de antagonistas de IL-15
incluyen anticuerpos (o fragmentos que ligan antigeno del mismo) contra el IL-15 0

su receptor, por ejemplo, anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o
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generados in vitro para el IL-15 humano o su receptor, fragmentos solubles del
receptor de IL-15, y protelnas que ligan IL-15. Ejemplos de antagonistas de IL-18
incluyen los anticuerpos, por ejemplo anticuerpos quiméricos, humanizados,
humanos o generados in vitro (o0 fragmentos que ligan el antigeno del mismo), al
IL-18 humano, fragmentos solubles del receptor IL-18, y protelnas que ligan el IL-
18 (IL-18BP, Mallet et al. (2001) Circ. Res. 28). Ejemplos de antagonistas de IL-1
incluyen inhibidores de enzima que convierten la interleucina-1 (ICE), tales como
Vx740, antagonistas de iL-1, por ejempio, IL-1RA (ANIKINRA, AMGEN), siL1RIl
(Immunex), y anticuerpos del receptor anti-IL-1 (o fragmentos que ligan el antigeno

del mismo).

Ejemplos de antagonistas de TNF incluyen anticuerpos quiméricos, humanizados,
humanos o generados in vitro {0 fragmentos que ligan antigenc de los mismos) al
TNF (por ejemplo TNFa humano) tal como el D2E7, (anticuerpo TNFa humano,
U.S. 6,258,562, BASF), CDP-571/CDP-870/BAY-10-3356 (anticuerpo anti-TNFa
humanizado; Celltech/Phamacia), cA2 (anticuerpo anti-TNFa quimérico;
RemicadeTM, Centocor); fragmentos de anticuerpo anti-TNF (por ejemplo,
CPD870); fragmentos solubles de los receptores de TNF, por ejemplo, receptores
de TNF humano p55 o p75 o derivados de ellos, por ejemplo, 75 kdTNFR-IgG
(receptor de TNF 75 kD-protefna de fusién IgG, ENBRELTM; Immunex; ver por
ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1994) Vol. 37, $295; J. Invest. Med. (1996) Vol.
44,235A), p55 kdTNFR-IgG (receptor de TNF 55 kD — proteina de fusiéon IgG
(LENERCEPT™)); antagonista de enzima, por ejemplo, TNFa que convierte la
enzima (TACE) inhibidores (por ejemplo, un derivado de &cklo alfa-surfor!il
hidroxamico, WO 01/556112, e inhibidor TACE N-hidroxiformamida GW 3333, -005,
0 -022); y TNF-bp/s-TNFR (proteina de ligado de TNF soluble; ver por ejempla,
Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento), S284; Amer. J.
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Physiol.-Heart and Circulatory Physiology (1995) Vol. 268, pp. 37-42). Los
antagonistas de TNF preferidos son fragmentos solubles de los receptores de
TNF, por ejemplo, receptores de TNF humanos p55 o p75 o sus derivados, por
ejemplo, 75 deNFh—IgG. y los inhibidores TNFa que convierten la enzima
(TACE).

En otras modalidades, los agonistas de IL-21/IL21R descritos aqul pueden ser
administrados en combinacién con uno o mds de los siguientes: antagonistas iL-
13, por ejemplo, receptores de IL-13 solubles (siL-13) y/o anticuerpos contra el IL-
13; antagonistas de IL-2, por ejemplo, DAB 486-IL-2 y/o DAB 389-IL-2 (proteinas
de fusion IL-2; Seragen; ver por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1993) Vol. 36,
1223), y/o anticuerpos para IL-2R, por ejemplo, anti-Tac {anti-IL-2R humanizado;
Protein Design Labs, Cancer Res. 1990 Mar 1; 50 (5): 1495-502). Todavia otra
combinacién incluye antagonistas de IL-21 en combinacion con inhibidores anti-
CD4 no vaciadores (IDEC-CE9. 1/SB 210396 (anticuerpo anti-CD4 primatizado no
vaciador; IDEC/SmithKline). Todavia otras combinaciones preferidas incluyen
antagonistas de trayectos co-estimulatorios del CD80 (B7.1) o CD86 (B7.2) que
incluye anticuerpo, receptores solubles o ligandos antagonisticos; lo mismo que el
ligando de glicoproteina p-selectina (PSGL), citocinas anti-inflamatorias, por
ejemplo, IL-4 (DNAX/Schering); IL-10 (SCH 52000; IL-10 recombinante
DNAX/Schering); IL-13 y TGF, y agonistas de ellos (por ejemplo, anticuerpos

agonistas).

En otras modalidades, uno o mas agonistas de IL-21/IL-21R pueden ser co-
formuladas con, y/o co-administradas con, una o més drogas anti-inflamatorias,
inmunosupresores, o inhibidores metabélicos o enziméticos. Los ejemplos no

limitativos de las drogas o inhibidores que pueden ser usados en combinacién con
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los agonistas IL-21 descritos aqul, incluyen pero no se limitan a uno o mas entre:
drogas anti-inflamatorias no esferoidales (NSAIDs), por ejemplo, ibuprofeno,
Tenidap (ver por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9

(suplemento), S280)), Naproxeno {ver por ejemplo, Neuro Report (1898) Vol. 7,

pp. 1209-1213), _Meloxica_r_r1_. Piroxicam, Diclofenaco, e Indometacina;
Sulfasalazinae (ver por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9
(suplemento), S281); corticoesteroides tales como prednisolona; drogas anti-
inflamatorias supresivas de citocina (CSAIDs); biosintesis de inhibidores de
nucleétido, por ejemplo, inhibidores de biosintesis de purina, antagonistas de
folato (por ejemplo, metotrexato (N-[4-[[(2,4-diamino-6-pteridinil)metil] metilamino]
benzoil}-L-acido glutdmico); e inhibidores de biosintesis de pirimidina, por ejemplo,
inhibidores dehidrogenasa de dihidroorotato (DHODH) (por ejemplo, leflunomida
(ver por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento), S131;
Investigacion de Inflamacion (1996) Vol. 45, pp. 103-107). Los agentes
terapéuticos preferidos para uso en combinacién con los antagonistas de IL-21/IL-
21R incluyen NSAID, CSAID, inhibidores (DHODH) (por ejemplo, leflunomida), y

antagonistas de folato (por ejemplo, metotrexato).

Ejemplos de inhibidores adicionales que incluyen uno o mas entre:
corticoesteroides (orales, inhalados y por inyeccion local); inmunosupresores, por
ejemplo, ciclosporina, tacrolimus (FK- 506); e inhibidores de mTOR, por ejemplo,
sirolimus (rapamicina) o derivados de rapamicina, por ejemplo, derivados de
rapamicina soluble (por ejemplo, derivados de éster de rapamicina, por ejemplo,
CCI-779 (Elit. L. (2002) Current Opinion Investig. Drugs 3(8): 1249-53; Huang, S.
et al. (2002) Cument Opinion Investig. Drugs 3(2). 295-304), agentes que
interfieren con la sefializacién por las citocinas proinflamatorias tales como TNFa o

IL-1 (por ejemplo [RAK, NIK, IKK, p38 o MAP inhibidores de quinasa); inhibidores



WO 2004/084835 66 PCT/US2004/008833

| 5&

de COX2 por ejemplo, celecoxib y variantes de éste, MK-966, ver por ejemplo,
Arthritis & Rheumatism (1898) Vol. 39, No. 8 (suplemento), S81); inhibidores de
fosfodiesterasa, por ejemplo, R973401 (inhibidor de fosfodiesterasa Tipo IV; ver
por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1896) Vol. 39, No. 9 (suplemento), $282));
inhibidores de fosfolipasa, por ejemplo, inhibidores de fosfolipasa citosdlica 2
(cPLA2) (por ejemplo, anélogos de trifluorometii cetona (U.S. 6,350,892));
inhibidores de factor de crecimiento celular endotelial vascular o receptores de
factor de crecimiento, por ejemplo, inhibidor de VEGF y/o inhibidor de VEGF-R; e
inhibidores de angiogénesis. Los agentes terapéuticos preferidos para uso en
combinacién con los inmunosupresores antagonistas IL-21/IL-21R, por ejemplo,
ciclosporina, tacrolimus (FK-506); e inhibidores de mTOR, por ejemplo, sirolimus
(rapamicina) o derivados de rapamicina, por ejemplo, derivados de rapamicina
soluble (por ejemplo, derivados de éster rapamicina, por ejemplo, CCI-779,
inhibidores de COX2, por ejemplo, celecoxib y variantes de éste; e inhibidores de
fosfolipasa, por ejemplo, inhibidores de fosfolipasa citosélica 2 (cPLA2) (por

ejemplo, analogos de trifluorometil cetona).

Ejemplos adicionales de agentes terapéuticos que pueden ser combinados con un
agonista IL-21/IL.-21R incluyen uno o mas entre: 8-mercaptopurinas (6-MP);
sulfasalazina | de azatioprina; mesalazina; cloroquinina de
olsalazina/hidroxicloroquina; pencilamina; aurotiomalato (intramuscular y oral);
azatioprina; cochicina; agonistas de adrenoreceptor beta-2 (salbutamol,
terbutalina, salmeteral); xantinas (teofilina, aminofilina); cromoglicato; nedocromil;
cetotifen; ipratropium y oxitropium; micofenolato mofetil, agonistas de adenosina;

agentes antitrombdticos; inhibidores de complemento; y agentes adrenérgicos.
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Otro aspecto de la presente invencién de acuerdo a lo anterior se relaciona con
kits para llevar a cabo la administracién combinada de los antagonistas IL-
21/IL21R con otros compuestos terapéuticos. En una modalidad, el kit comprende
uno o méas agentes de ligado formulados en un vehiculo farmacéutico, y por lo
menos un agente, por ejemplo, agente terapéutico, formulado como es apropiado,

en una o mas preparaciones farmacéuticas separadas.

Ensayo para Evaluar los Niveles de Citocina

Cualquier ensayo estandar puede ser usado para evaluar los niveles de citosina.
en una muestra o un sujeto. Por ejemplo, la muestra puede ser obtenida de un
sujeto 0 puede incluir células en cultivo. Las muestras ilustrativas pueden ser
obtenidas o derivadas de uno o mas células, tejido, o fluidos del cuerpo tales como
sangre, orina, fluido linfatico, fluido cerebroespinal, o fluido amniético, células
cultivadas (por ejemplo, células de cultivo de tejidos), saliva bucal, enjuague bucal,

inodoro, sales de tejido, y material biépsico (por ejemplo, aspiracién de bipsido).

Los métodos para evaluar los niveles de citocina incluyen evaluar los é&cidos
nucleicos para detector mRNA or cDNA que codifiquen una citosina de interés (por
ejemplo, IL-10 o IL-21) o evaluar las protelnas para detectar la citosina misma. Los
acidos nucleicos pueden ser evaluados, por ejemplo, usando RT-PCR (por
ejemplo, PCR cuantitativo) o microamegios de é&cido nucleico. Las Protelnas
pueden ser evaluadas, por ejemplo, usando espectroscopla de masa o

inmuncensayo.

El ELISA suministra una forma conveniente de inmunoensayo. Por ejemplo,

Biosource International, Camarillo CA suministra reactivos de ensayo que pueden
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sar usados para detectar IL-10 con una sensibilidad de < 0.2 pg/m! y para IL-12
con una sensibilidad de < 2 pg/ml). Similarmente, R&D Systems suministra
reactivos para detectar IFN-con una sensibilidad < 8 pg/ml o TGF-beta 1 con una
sensibilidad def < 7 pg/mi.

SEARCHLIGHTTM Proteome Armray System (Pierce, Boston Technology Center)
suministra reactivos comprehensivos para evaluar citosina miltiples de una sola

vez.

Estos métodos pueden ser usados para evaluar la administracién de un agonista
de [L-21/IL-21R . Por ejemplo, para determinar si tal agonista causa un cambio
estad(sticamente significativo en los niveles de una citosina, por ejemplo, la IFNy o
para determinar si es que causa cambios aceptables, por ejemplo, a un nivel en
un rango de normal de una citosina, por ejemplo, IL-10 o IFNy. La Informacién de
la evaluacion puede ser usada para modular la dosificacién del agonista. Por
ejemplo, si los niveles de IL-10 no fueron incrementados a nivelas dentro del
rango de un sujeto normal, la administracion del agonista puede ser incrementada,
por ejemplo, incrementando la dosificacion o la frecuencia. De manera inversa, sl
los niveles de IL-10 se incrementaron mas alld del rango deseado, la
administracién del agonista puede ser disminuida, por ejemplo, por medio de

disminuir la dosis o la frecuencia.

Ensayos para evaluar la Actividad de los Agonistas del IL-21/IL21R como

Activadores Inmunes.

La actividad de los agonistas de IL-21/IL21R activadores de un sistema immune

pueden, entre otros medios, ser medidos por los siguientes métodos: Ensayos
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adecuados para citotoxicidad de timocito o esplenocito, incluyen aquellos
descritos en: Current Protocols in Immunology, Ed por J. E. Goligan, A. M.
Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W Strober, Pub. Greene Publishing
Associates and Wiley-Interscience (Capitulo 3, In Vitro assays for Mouse
Lymphocyte Function 3.1-3. 19; Capltulo 7, Immunologic studies in Humans);
Herrmann et &l., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 78: 2488-2492,1981; Herrmann et
al., J. Immunol. 128: 1968- 1974,1982; Handa et al., J. Immunol. 135: 1564-
1572,1985; Takai et al., J. Immunol. 137: 3494-3500,1986; Takai et al., J.
Immunol. 140: 508-512,1988; Herrmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 78:
2488-2492,1981; Herrmann et al., J. Immunol. 128: 1968-1974,1982; Handa et al.,
J. Immunol. 135: 1564-1572,1985; Takai et al., J. Immunol. 137: 3494-3500,1986;
Bowmanet al., J. Virology 61: 1992-1998; Takai et al., J. Immunol. 140: 508-
512,1988; Bertagnolli et al., Cellular Immunology 133: 327-341, 1991; Brown et al,,
J. Immunol. 153: 3079-3092,1994.

Ensayos para las respuestas de inmunoglobulinas de células T e is6topos de
variacién (los cuales identificaran, entre otros, las proteinas que modulan las
respuestas de anticuerpos dependientes de células T y que afectan los perfiles
Thi/Th2 ) incluyen, sin limitacion, aquellos descritos en: Maliszewski, J. Immunol.
144: 3028-3033,1990; and Assays for B cell function: In vitro antibody production,
Mond, J. J. and Brunswick, M. In Cument Protocols in immunoilogy. J. E. e. a.

Coligan eds. Vol 1 pp. 3.8. 1-3.8. 16, John Wiley and Sons, Toronto. 1994.

Ensayos de reaccion de linfocitos mezclados (MLR) los cuéles identificarédn entre
otros, las proteinas que generan las respuestas predominantements Th 1 y CTL)
incluyen, sin limitacién aquellos descritos en: Current Protocols in Immunology, Ed

by J. E. Coligan, A. M. Kruisbesek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W Strober, Pub.
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Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (Chapter 3, In Vitro assays
for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3. 19; Chapter 7, Immunologic studies in
Humans); Takai et al., J. Immunol. 137: 3494-3500,1986; Takai et al., J. Immunol.

140; 508-512,1988; Bertagnolli et al., J. Inmunol. 149: 3778-3783,1992.

Ensayos dependientes de células dendriticas (las cuales identificaran, entre otras,
proteinas expresadas con células dendriticas que activan las células T candidas)
incluye, sin limitacién, aquellos descritos en: Guery et al., J. Immunol. 134: 536-
544,1995; Inaba et al., Joumal of Experimental Medicine 173: 549-559, 1991;
Macatonia et al., Joumnal of Immunology 154: 5071-56079,1995; Porgador et al.,
Jourmnal of Experimental Medicine 182: 255-260, 1995; Nair et al., Joumal of
Virology 67: 4062-4069,1993; Huang et al., Science 264: 861-965,1994; Macatonia
et al., Journal of Experimental Medicine 169: 1255- 1264,1989; Bhardwaj et al.,
Joumnal of Clinical Investigation 94: 787-807,1994; and Inaba et al., Joumal of
Experimental Medicine 172: 631-640,1990.

Ensayos para la supervivencia/apoptosis de linfocitos (las cuales se identificaran,
entre otros, proteinas que impiden la apoptosis después de la induccion
superantigeno y las proteinas que regulan la homeostasis de linfocitos) incluyen,
sin limitacion, aquellos descritos en: Darzynkiewicz et al., Cytometry 13: 785-
808,1992; Gorczyca et al., Leukemia 7: 859- 670,1993; Gorczyca et al., Cancer
Research 53: 1945-1951,1993; Itoh et al,, Cell 86: 233-243,1991; Zacharchuk,
Joumnal of Immunology 145: 4037-4045,1990; Zamai et al., Cytometry 14: 891-
897,1993; Gorczyca et al., Intemnational Joumal of Oncology 1: 639-648,1992.

Ensayos para proteinas que influencian etapas tempranas de compromiso de

células T y desarrollo de ellas que incluyen, sin limitacién, aquellos descritos en:
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Antica et al., Blood 84: 111-117,1994; Fine et al., Cellular Immunology 185: 111-
122,1994; Galy et al., Blood 85: 2770-2778, 1995; Toki et al., Proc. Nat. Acad Sci.
U. S. A 88: 7548-7551, 1991.

Ensayos para evaluar la activaciéon de STAT son descritos, por -ejemplo. En
Gilmour et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 10772-10776. Por ejemplo, las
células evaluadas (por ejemplo, células tratadas con un agonista o un agonista
candidato) pueden ser lisadas y las protelnas de tirosina fosforilada pueden ser
inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti-fosfotirosina. Entonces el material
precipitado puede ser evaluado utilizando anticuerpos especlficos para un
componente de proyecto de sefializacién, un anticuerpo para la proteina STAT,

por ejemplo, STATS.

Ensayos para medir la actividad de los agonistas IL-21/IL21R como moduladores
de la produccién de citosina y proliferacién/diferenciacién celular.

La actividad de los agonistas IL-21/IL21 R como moduladores de la produccién de
citosina y de proliferacién/diferenciacion celular pueden ser ensayados usando
algin namero de ensayos de proliferacion celular dependientes del factor de rutina
para lineas de células que incluyen, sin delimitacién, 32D, DA2, DAIG, T10, B9,
B9/1 1, BaF3, MC9/G, M+ (preB M+), 2E8, RB5, DA1, 123, T1165, HT2, CTLL2,
TF-1, Mo7e y CMK.

Los ensayos para la proliferacion de células T o linfocitos o timocitos incluyen sin
limitacién aquellos descritos en: Current Protocols in Immunology, Ed by J. E.
Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W Strober, Pub. Greene

Publishing Associates and Wiley-Interscience (Chapter 3, In Vitro assays for
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Mouse Lymphocyte Function 3.1- 3.19; Capitulo 7, Immunologic studies in
Humans); Takai et al., J. Inmunol. 137: 3484-3500, 1986; Bertagnolli et al., J.
Immunol. 145: 1706-1712, 1990; Bertagnolli et al., Cellular Immunology 133: 327-
341, 1991; Bertagnolli, et al., J. Immunol. 149; 3778- 3783, 1992; Bowman et al., J.

Immunol. 152: 1756-1761, 1994.

Ensayos para la produccion de citocina y/o proliferacion de células del bazo,
nddulo linfatico, o timocitos, incluyen, sin limitacidon, aquellas descritas en:
Palyclonal T cell stimulation, Kruisbeek, A. M. and Shevach, E. M. In Current
Protocols in Immunology. J. E. e. a. Coligan eds. Vol 1 pp. 3.12.1-3.12.14, John
Wiley and Sons, Toronto. 1994; and Measurement of mouse and human Interferon
gamma, Schreiber, R. D. In Current Protocols in Immunology. J. Coligan eds. Vol 1
pp. 6.8.1-6.8. 8, John Wiley and Sons, Toronto. 1994.

Enéayos para la proliferacién y diferenciacién de células hematopoyéticas y
linfopoyéticas incluye, sin limitacién, aquellas descritas en: Measurement of
Human and Murine Interleukin 2 and Interleukin 4, Bottomly, K., Davis, L. S. and
Lipsky, P. E. In Current Protocols in Immunology. J. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.3. 1-
6.3. 12, John Wiley and Sons, Toronto. 1991; deVries et al., J. Exp. Med. 173;
1205-1211,1991; Moreau et al., Nature 336: 690-692,1988; Greenberger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80: 2931-2938,1983; Measurement of mouse and
human intereukin 6—Nordan, R. In Current Protocols in Immunology. J. E. e. a.
Coligan eds. Vol 1 pp. 6.6. 1-6.6. 5, John Wiley and Sons, Toronto. 1991; Smith et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 83: 1857- 1861,1986; Measurement of human
Interleukin | I-Bennett, F., Giannotti, J., Clark, S. C. and Tumer, K. J. In Current
Protocols in Immunology. J. E. e. a. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.15. 1 John Wiley and

Sons, Toronto. 1991; Measurement of mouse and human Interleukin 9-Ciarletta,



WO 2004/084835 73 PCT/US2004/008833
165

A., Giannotti, J., Clark, S. C. and Tumer, K. J. In Current Protocols in Immunology.
J. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.13.1, John Wiley and Sons, Toronto. 1991.

Ensayos para las respuestas del clon de células T antigenos (las cuales se
identificaran, entre otras, protelnas que afectan las interacciones de las células
APC-T lo mismo que los efactos en las células T directos por la medicion de la
proliferacién y la produccién de citosina) incluyen, sin delimitacion, aquellos
descritos en: Current Protocols in Immunology, Ed by J. E. Coligan, A. M.
Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W Strober, Pub. Greene Publishing
Associates and Wiley-Ihterscience (Chapter 3, In Vitro assays for Mouse
Lymphocyte Function; Chapter 6, Cytokines and their cellular receptors; Chapter 7,
Immunologic studies in Humans), Weinberger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
77: 6091-6095,1980; Weinberger et al., Eur. J. Immun. 11: 405411, 1981; Takai et
al., J. Immunol. 137: 3494-3500, 1986; Takai et al., J. Immunol. 140: 508-512,
1988.

En el siguiente ejemplo ﬁo limitativo, demostramos, inter alia, que el IL-21 resulta

en proteccion parcial en un ratdn EAE.

Ejemplo : resultados de |L-21 en proteccidn parcial de ratones EAE

Reactivos

Ratones

Ratones hembra C57BL/8 y ratones hembra SJL/J fueron obtenidos de Jackson
Laboratory. Los animales fueron encemados en jaulas dentro de unas

instalaciones de barrera aprobadas AAALAC y monitoreadas en cuanto a
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parasitos lo mismo que en cuanto a bacterias y patdgenos virales. Todos los

ratones fueron usados entre 8-10 semanas de nacidos.

Respuesta Proliferativa

Las células del nédulo linfatico de ratones hembra C57BL/6 fueron retadas con el
péptido de glicoprotelna de oligodendrocitos de ratdn (MOG)sss que fueron
cosechadas de ratones de 20 dias después de inmunizacién. Las células fueron
cultivadas en un medio de Dulbecco's Modified Eagle's Media (DME) que contenla
10% de suero de cerdo fetal (FCS). Las células fueron restimuladas con el péptido
MOGajsss (25 ug/ml) y se hicieron crecer en placas microtitulo de fondo plano de

96 pozos en la presencia o ausencia del murina IL-21.

Después de 72 horas, las placas fueron pulsadas con 0.5; uCi de timidina tritiada/
e incubadas durante un periodo de 4-a 6-horas. El significado de la incorporacion
de timidina en el AND en los pozos triplicados fue medida por un contador de

centelleo.
Cuantificacion de citocina

Las células de nddulo linfatico inmunizadas fueron activadas in vitro con 25 pg/mi
del péptido MOG 35 55. Las células fueron cultivadas en (DME) que contenlan
10% FCS y IL-2 (10 U/mi) y diversas concentraciones del IL-21 que radiaban entre
5 ng/ml to 25 ng/ml. Los supemadantes del cultivo fueron recolectados luego de
72 horas y analizados en cuanto a citocinas y quimiocinas usando

SEARCHLIGHTTM Proteome Array System (Pierce, Boston Technology Center).



WO 2004/084835 75 PCT/US2004/008833

67

Induccién y evaluacion de la encefalimielitis autoinmune experimental (EAE)

Los ratones hembra SJL/J fueron inmunizados subcutdneamente con 100 pg de la
proteina proteolipido (PLP) 39 51 péptidio "emulsificada en un adyuvante de
Freund's suplementado con 800 ug def Mycobacterium tuberculosis H37 Ra (Difco
Laboratories). Los ratones también recibieron inyecciones intraperitoneales con
400 pg de toxina pertussis (List Biological Laboratories) en el momento de la
inmunizacién y 48 horas después. Los animales fueron enmarcados o realizados
diariamente en cuanto a signos clinicos de EAE de acuerdo con la escala
siguiente: 0, ninguna enfermedad; 1, cola flacida; 2, parélisis parcial o debilidad
flacida oculta; 3, pardlisis flicida oculta completa; 4, paralisis flacida oculta frontal
y 5, moribundo. La marcacién clinica media fue calculada promediando las

calificaciones individuales de los ratones en cada grupo.
Administracién del IL-21 in vivo

Los rmatones fueron sensibilizados para EAE dandoles inyecciones
intraperitoneales de IL-21 de miurido en 100 ng/dfa o 1 pg/dia en 0.2 ml de PBS.

Los ratones de control fueron dosificados con 0.2 ml de salina. El Tratamiento se
inicid el dfa anterior a la inmunizacién con el péptido PLP4ag.151 ¥ continué en dias

altemos durante un total de diez dosis.

Respuesta proliferativa y produccion de citosina inducida por IL-21 de murina

El efecto del IL-21 en la induccién y expansién de células T especificas al MOG 5-
55-especifico fueron evaluados. Los resultados indican que el IL-21 indujo la

proliferacion de linfocitos en una manera dependiente de la dosis. En la Figura 1A
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y tabla 1, los linfocitos cultivados con 20 ng/ml de IL-21 mostraron un incremento
significativo de esirés de3 a 5 veces en la proliferacion en comparacién con las
células estimuladas con el péptido solo. Luego de la titriacion de la citocina, las

células exhibieron una capacidad proliferativa a las de las ¢élulas de control.

Tabla 1: Prollferaclén de Linfocltos en la presencia de IL-21

Dilucién Control IL-21 ng/mi
CPM/bgd CPM/bgd
1:50 1.14 3.57 20
1:250 0.95 3.01 4
1:1250 1.04 202 0.8
1:6250 1.49 1.86 0.16
1: 31250 1.13 1.700 032
1: 156250 dil 1.77 1.45 0.0064

La figura 1B muestra la proliferacién incrementada de células T desde la protelna
de endoratones transgénicos con la proteina proteolipida (PLP) cultivados como
se indicé en la concentracién de IL-21 (ng/ml) de mirido en comparacién con las

células tratadas con solamente 1 g/ml of PLP.

Para identificar si la respuesta proliferativa de las células T podria ser
comelacionada con la produccién de citosina, los linfocitos fueron cultivados con el
IL-21. E! IL-21 indujo una secrecion incrementada de la citocina Th2, IL-10, en

comparacion con las células no tratadas. Esta respuesta fue saturable (Figura 2 y
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Tabla 2) y en la concentracion ensayada de IL-21 (25 ng/ml), las células

produjeron aproximadamente 2 a. 5 veces mas de IL-10 que el grupo de control.

Tabla 2: IL-21 Induce la secrecién de IL-10

IL-21 IL-10 detectado

(ng/mi) (pg/ml)
0 189.3
5 260. 8
10 457.3
15 466.8
20 486.1
25 515.0

La Figura 3 muestra una disminucién en la secrecién del IFNy por las células de)

vaso tratadas con concentraciones indicadas del IL-21 de murina, comparados con

las células de control. La adicién de IL-21 al MOG 33-55 estimuld las células del

paso de los ratones inmunizados y resulto en dos veces de disminucién del IFNy,

mientras que la adicion del IL-21R produjo un incremento de dos veces. Cuando la

células del nodo linfatico fueron tratadas con IL-21, los niveles de IFNy fueron

disminuidos desde 20,000 pg/ml (control) o 15,840 pg/ml (ficticio tratado) a 3,260

pg/mi (tratado con IL-21).

Los cambios en la secrecion de citosina sobre el tratamiento IL-21 o IL-21R son

resumidos como sigue en la Tabla 3.

Tabla 3: Cambios en la secrecién de citosina

164
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Tratamiento con 1L-21 Tratamiento con IL-21R
Incremento | IL-10 IL-12, IFNy, TGFR
Disminucién | IL-le, IL-2, IL-6, ninguno

IFNy, IL-18
Sin cambio | IL-1 1B, IL4, IL-5, IL-1a, IL-1B, IL-2,

IL-12, IL-13, TNFa, TGFR, MIP-la, | IL4, IL-5, IL-6, IL-10, 1L-13,

GM-CSF IL-18, TNFa, MIP-la, GM-CSF

Desarrollo del EAE en ratones tratados con IL-21

Para determinar el papel del IL-21 en el desarmollo del EAE, los ratones fueron
inmunizados con el péptido PLP43p-151 @ncefalitogénico en CFA més toxina pertusis
y tratados ellos con un régimen profilactico del IL-21. El curso clinico del EAE fue

comparado en ratones tratados con salina o IL-21.

La Tabla 4 documenta los cambios promedio en la secrecidn de citosina en dos
cultivos de PLP ilustrativos tratados en la presencia o ausencia de IL-21 de
murina. El nivel de citosina en las células de control no tratadas se normaliz6 a

100.

Tabla 4

Citosina Control Tratadas con IL-21
iL2 100 59
ILS 100 73

IL6 100 56
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IL10 100 250

IFN, 100 39

TNFa 100 56

GMCSF 100 15

Como se muestra en las figuras 4 y 5, los ratones de control fueron altaments

susceptibles a la enfermedad. En contraste los ratones tratados sea con dosis de

IL-21 bajas (100ng/dia) o altas (1ug/dia) tuvieron marcas clinicas menos severas.

La Figura 5 y la Tabla 5 muestran una disminucién en la severidad de EAE en

ratones tratados sea con dosis bajas (100ng/dia) o altas (1pg/dia) de IL.21 de

murina comparada con los ratones de control

Tabla 5
Dia NaCL 100ng de IL-21 1 ug de IL-21
8 0.7 0,0 0.1
10 2,9 0,0 08
12 2,8 1,0 08
14 3,3 1.0 1,0
16 3.5 1,2 1.7
18 3,5 1.6 1.9
21 35 14 1.9
23 3,6 13 24
25 3.8 1,7 2.1
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Nuestros hallazgos indican que el IL-21 esté involucrado en modular la progresion

de EAE y este trayecto por medio de la regulacién del IL-10.

Los contenidos de todas las referencias, solicitudes de patentes pendientes y
patentes publicadas a lo largo de esta solicitud se incorporan aqul de manera

expresa como de referencia.

Equivalentes

Aquellos versados en la técnica podrdn reconocer o ser capaces de encontrar
usando noméas que la experimentaciéon de rutina, muchas equivalentes de las
modalidades especlficas de la invencion descrita aqul. Tales equivalencias tiene el

propésito de estar involucradas o envueltas por las reivindicaciones siguientes.
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LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Un método para mejorar un sintoma de esclerosis multiple en un sujeto,

el método comprende:

Administrar al sujeto un agonista de un receptor de interleucina-21 (IL-
21)/IL-21 (IL-21R) en una cantidad suficiente para mejorar en sintoma
de esclerosis multiple, en donde dicho agonista es seleccionado del
grupo que consiste de un polipéptido de IL-21, un anticuerpo anti-IL-
21 R agonistico y un fragmento que liga antigeno de un anticuerpo

anti-IL-21R agonlstico.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde el agonista es un polipéptido
de IL-21 que comprende una secuencia de por lo menos 90% idéntica
a la secuencia de aminoacido del ID de Sec. No.: 2 y es capaz de ligar

aun IL-21R.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde el agonista es un polipéptido
de IL-21 que comprende una secuencia de por lo menos 95% idéntica
a la secuencia de aminoéacido del ID de Sec. No.: 2 y es capaz de ligar

aun iL-21R.

4. El método de la reivindicacién 1, en donde el agonista es un polipéptido
de IL-21 que comprende una la secuencia de aminoacido del ID de

Sec. No.: 2.
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5. El método de la reivindicacién 1, en donde el agonista es un anticuerpo

anti-IL-21R agonistico o un fragmento que liga al antigeno del mismo.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde el anticuerpo anti-IL-21R

agonistico es un anticuerpo humano.

7. El método de la reivindicacibn 1, que comprende adicionalmente

administrar al sujeto por o menos un agente antiinflamatorio.

8. El método de la reivindicaciéon 7, en donde el agente antiinflamatorio .es
seleccionado dentro del grupo que consiste de IFN R-la, IFNB-10,
agonista de TNF, agonista de IL-12, agonista de IL-23, metotrexato,

leflunomida, sirolimus (rapamicina), y CCI-779.
9, El método de la reivindicacién 1, en donde el sujeto es un mamifero.

10.El método de la reivindicacién 1, en donde el agonista de IL-21/IL-21R

es administrado en la forma de una dosis tnica.

11.El método de la reivindicacion 1, en donde el agonista de IL-21/IL-21R
es administrado en una serie de dosis separadas por intervalo de

dlas, semanas 0 meses.

12.El método de la reivindicacién 1, en donde el agonista de IL-21/IL-21R

es administrado por inyeccién.
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13.El método de la reivindicacién 12, en donde el agonista de IL-21/IL-21R

es inyectado dentro del sistema nervioso central.

14.El método de la reivindicacion 12, en donde el agonista de IL-21/IL-21R

es inyectado intrateticalmente o intravenosamente.

15.El método de la reivindicacién 12, en donde el agonista de IL-21/IL-21R

es inyectado en el fluido cerebroespinal lumbar.

16. E| método de la reivindicacibn 1, que comprende adicionalmente
evaluar un sujeto en cuanto el riesgo de esclerosis miultiple por medio

de evaluar un parametro de IL-10 del sujeto.

17.El método de la reivindicacidn 1, que comprende adicionalmente, antes

de administrar, evaluar un pardmetro de IL-10 del sujeto.

18.E! método de la reivindicacién 17, que comprende adicionaimente,
después de administrar, evaluar un parametro de IL-10 del sujeto en
donde un incremento del parametro de IL-10 indica un efecto

terapéutico.

19.El método de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente,

después de administrar, evaluar un parametro de IL-10 del sujeto.

20.Una composicidon farmacéutica que comprende un agonista del IL-21/IL-
21R y un agente antiinflamatorio, en donde dicho agonista IL-21/IL-

21R se selecciona del grupo que consiste de un polipéptido IL-21, un
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anticuerpo anti-IL-21R agonistico y un fragmento que liga antigeno de

un anticuerpo anti-IL21R agonistico.

21..La composicién farmacéutica de la reivindicacion 20, en donde el
agonista es un polipéptido de IL-21 tiene una secuencia de por lo
menos 90% idéntica a la secuencia de aminoécido del ID de Sec.

No.:2 y es capaz de ligar a un IL-21R.

22.La composicién famacéutica de la reivindicacion 20, en donde el
agonista es un polipéptido de IL-21 que tiene una secuencia de por lo
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacido del ID de Sec.

No.:2 y es capaz de ligar a un IL-21R.

23.La composicion farmacéutica de la reivindicacién 20, en donde dicho
agonista de IL-21/IL-21R comprende la secuencia de aminoacido del

ID de Sec. No.:2 y es capaz de ligar a un IL-21R.

24 L a composicién farmacéutica de la reivindicacién 20, en donde el agente
anti inflamatorio. es seleccionado del grupo que consiste de IFN B-
1a, IFNB-1R, agonista de TNF, agonista de IL-12, agonista de |L.-23,

metotrexato, leflunomida, sirolimus (rapamicina), y CCI-779.

25.La composicién farmacéutica de la reivindicacion 20, en donde el
agonista es un anticuerpo anti-IL-21R agonlstico o un fragmento que

liga al antigeno del mismo.
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26.La composicién farmacéutica de la reivindicacion 25, en donde el

anticuerpo anti-IL-21R agonistico es un anticuerpo humano.

27.Una composicion farmacéutica que oom.prende un agonista IL-21/IL-21R
y una proteina que estimula la proteina basica de la mielina, en donde
dicho agonista IL-21/IL.-21R se selecciona del grupo que consiste de
un polipéptido 1L-21, un anticuerpo anti-IL.-21R agonistico y un

fragmento que liga al anfigeno de un anticuerpo anti-IL21R agonistico.

28.La composicion farmacéutica de la reivindicacion. 27 en donde el
agonista IL-21/IL-21R es una protelna que comprende un polipéptido
IL-21, y la protelna que estimula la proteina basica de la mielina

comprende acetato de glatiramero.

29.Un método para mejorar un sintoma de egclerosis mltiple en un sujeto

mamifero, el método comprende:

Administrar al sujeto un polipéptido de interleucina-21 (IL-21)¥1L-21 (IL-21R)
en una cantidad suficiente para mejorar la esclerosis multiple o por lo

menos un sintoma de esclerosis multiple en el sujeto.

30.El método de la reivindicaciéon 29, en donde el es humano, y el

polipéptido de IL-21 es un polipéptido de IL-21 humano.

31.El método de la reivindicacion 30, en donde el polipéptido de IL-21 la ID

de Sec. No.: 2.
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32.El método de 1a reivindicacién 30, en donde el polipéptido de IL-21 es

producido recombinantemente.

33.El método de la reivindicacién 30, en donde el polipéptido de IL-21 es

producido recombinantemente en una célula bacterial.

34.Un método para modular una deficiencia de IL-10, o un desorden
asociado con una deficiencia de IL-10 en un sujeto mamifero, el

método comprende:

Administrar al sujeto un polipéptido de interdeucina-21 (IL-21)AL-21
(IL-21R) en una cantidad para incrementar la expresién de IL.-10 o su

actividad en el sujeto.

35.El método para tratar o prevenir un desorden inmunolégico en un sujeto

mamifero, el método comprende:
Evaluar un parametro de IL-10 en un sujeto mamifero; y

Administrar, al sujeto, un polipéptido de interleucina-21 (IL-21)/IL-21
(IL-21R) en una cantidad que es dependiente de los resultados del

parametro IL-10 evaluado.

36.El método de la reivindicaciébn 35, en donde el parametro [L-10
comprende informaciébn cuantitativa acerca de los niveles de la

proteina IL-10 o del mARN de IL-10.
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37.El método de la reivindicacién 35, en donde el parametro de IL-10
comprende informacién cuantitativa acerca de los niveles de la

actividad de la proteina IL-10.

38.El método de la mivindicacién 35, en donde el desorden inmunolégico

es un desorden neuroldgico.

39.El método de Ia reivindicacién 38, en donde el sujeto es humano y el

desorden inmunolégico esclerasis muitiple.

40.El método de la reivindicacion 38, en donde el desorden inmunoldgico

causa dafio o alteracion a las cubiertas de la mielina.

41.Un método para evaluar el tratamiento de la esclerosis maitiple en un

sujeto mamifero, el método comprende:

Administrar, al sujeto, un agonista de una interleucina-21 (IL-21)/IL-21
receptor de IL-21 (IL-21R}); y

Evaluar un parametro de IL-10 en el sujeto.

42.El método de la reivindicacion 41 que comprende adicionalmente
administrar al sujeto una segunda dosis del agonista, en donde la
segunda dosis es administrada como una funcién del pardmetro de IL-

10 evaluado.
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43.E! método de la reivindicacién 41 en donde el agonista es selaccionado
del grupo que consiste de un polipéptido IL-21, un anticuerpo anti-IL-
21R agonistico y un fragmento que liga a anfigeno de un anticuerpo

anti-IL21R agonistico

44. El método de la reivindicacién 43 en donde el agonista es un polipéptido
de IL-21.

45.El método de la reivindicacién 44 en donde el sujeto es humano y el

polipéptido de IL-21 es un polipéptido de IL-21 humano.

46..El método de la reivindicacién 44 en donde el polipéptido de IL-21

comprende la ID de Sec. No.: 2.
47.Un articulo de manufactura que comprende

(i) un recipiente con una o mas dosis de unidades de una compaosicién
farmacéutica que comprende un polipéptido de IL-21; y
(i) instrucciones para administrar las dosis unitarias a un sujeto que tiene

o se sospecha que tiene esclerosis mdltiple.

48.E)! articulo de la reivindicacidn 47 en donde las instrucciones son

suministradas sobre una etiqueta.

49.El articulo de la reivindicacién 48 en donde la etiqueta se fija a una
superficie externa del recipiente.

COLO 13665-841-002-4
PRP/MWPC13665/ID-000032
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TRATAR DESORDEN INMUNOLGOGICO USANDO AGONISTAS DE
INTERLEUCINA - 21/RECEPTOR DE INTERLEUCINA - 21

Métodos y composiciones para modular la actividad (MU-1) de la interleucina—21
(IL-21)/ receptor de IL-21 usando agonistas iL-21 o receptor IL-21 (“IL-21R" o “MU-
1"), se describen. Los agonistas IL-21/ IL-21R pueden ser usados por ellos
mismos o en combinacién con cinco agentes anti inflamatorios para tratar, por
ejemplo, mejorar, sintomas asociados con desordenes inmunolégicos del sistema

nervioso, por ejemplo esclerosis miitiple.

COLO 13665-841-002-4
PRPWPC13665/ID-000032
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ﬁh#hh{hhnﬂjd‘mﬂnl‘.hdmﬂlﬂihﬂbﬁﬁ —
Facsimile No.
WYETH
5 Giralda Farms Teleprineer No.
Medison, New Jerscy 07940 . .
United States of America Applicant’s registration No. with the Office
State (thot {s, countryy) of nationality: Mmumdmm
us Us
“This person b applicant L—'_'-na-i.-u [ all designuted Statos smeept O the United States 0 the Siates ioficated in
for the purpenes oft States the Unised Seafes of Amserica of America ouly the Suppleometal Box
Box No. 111 FURTHER Al'l'l..lCAN'l'(ﬂ AND/OR (FUR'HIEII) INV-IN'I'OR(S) .
Name and address: (Faplly aome foliored by given sme; for o lepal culty, foll offickd desiguetin. | This person is:
Ther oxkirees mxst inrtue pricl codke and mme of cmatry. The cowtry of the ackires bndicoteid in this Do
1 th cpulicamn s St (bt b, cvmnty) of resiskoncy §f s Sisia of reshdence s indbcamd beiow,) 0 spplicant only
COLLINS, Mary B  spplicant wnd imventar
54 Rethburm Road .
Natick, Massachusetts 01760 O et by
United States of America Applm'lmmmu:omu
State fthat I, cowniry)) of natiomlity: State that iz, cowwry) of residence:
us . us o —— :
This persan is spplicant [7] desimmcd ] sl dusigmn Sten cxocyx the United Sty tho Stutey indicased in
for the purposes oft Stabes the United Scates of America of Amecics caly e Supplemenes] Box
BJ  Further applicents andior (further) investtors are indicaped an & cootiiuadion shess. . .
B Na IV . AG!NTOIMMONMAMORAMMW'.
The persan identified beiow it hersby/ing bees sppoinie o act oa behalf D ’ agen cormamon
of 1he applicant(s) before the comper=nt Inémational Anthoritieves: | . represantative
Nama axd address; (Faiily acme fofiawel by gives ames; for o logal sty full ifficiel duiguotion. | Ti No. .
T ankinxy must incinle pussal cude andd rasss of country) (617) 542-5070
MYERS LOlll Facaimile No. .
Fish & Richardson B.C. (617) 342-8506
- 1225 Franklin Street Teleprintey No. -
Baoston, Massachusetts 021 10-2604
UnimdSmofAmﬂin . Wmm;;}’wﬁm

O

mm-u“mm-wmumm

Addiess for correspondence: M-tlhhdﬂ-huﬁu:m-;nwmwmﬂ-hnwmm ]

Form PCT/RO/0] (firet abeet) (Jmouery 2004)

Ses Nosss 1o the regmest forw




Sheet No. 2

Continnatien of Box Ne. Il FURTHER APPLICANT(E) ANDVOR (FURTHER) INVENTOR(S)
U/ mome of the following xub-bazes is used, this sheet should ot be inchaded the request.

Name and address; (Fonlly name followed by given amme; for o kpol eutity, feil official designation. The Thia persan is:

oskirexs st inclnde postal oo ol mowe of constre. The contry of s axkiress Encicosed bn thix Box Is

the applicir s SO0 fthat bs, coiniry) of residonce }f i St of risidencs is bnliceted beiow ) O spplicant snly

CHIN, Elaine Y. B applicont sod irvessor

2 Pesbody Court . .l
Concord, Massachuscits 01742 u-ﬂﬁ%nuﬁ-}
United States of Ameries w.mmmhm
'sn;:muqmurmlm mmumam 4'4
U . us i

This person is spplicars D ofl dusigasted D o] desigrmied Stuies cxcept ' tha United Staies the States indicated in
for the parposss of States the United Stawes of America - ¥ of America only fhe Sapplcivontal Bax
Namo and addres; (Famdly s jolioved by giwn aome; for o ingal culty, foll oficial desigmadon. The | This person b: o

axkivess mast incluce paed code gmd moma of country. Tt comtry of she axires imiicated in this Box & .

the coplicamn ' Sice (thet s, cxmmtry) of resisioncy {f no Sie of rexhionce b inakcnied oo} ] O wliastamy

SENICES, Mayra B  epplicant s inventor
| 5 Holden Avenue ) inventor anly (ff this check-bax
Ssugus, Massechusciis 01906 G iy smarked, do not £ill in below)
United States of America Appicant's registration Ne, with the Office
State fthor &, conaery) of natioeallty: State {vhar iz, cosniry) of residence:

us us . .

This pevsan is applicant all dosignmed all desigraerd States cxcept the United Stuipy - the Setates indicated i
for the purposes of! D D the Unibed States of Amwics of Aurica caly h!q*-'iih:
NmﬂhM-ﬂ-dhyu-rﬁ-Hmﬂﬂmm This person is:

acblrexx wast includy potel cpde and nome of conmtry. Tiw cosstry of e aakiruy inlicoted-in thix Box is . . .

thr cyplicant’s Siat faket ix, cownry) of residency {f oo Swte of resideacs s inlicatad leiow.) 0 ticamt aily

YOUNG, Deborsh A. - A

39 Neison Raod B applicent and inventor
Melrose, Massachusetts 02176 irtventor andy’ (1 chis chech-bax
United States of America O i micrind, do nex fill in below). .

Agpplicent’s registrazion No. with the Office

. %usnmuu.my)ormw ] ) Stmie fthat is, country) of residence:
us :

foe the purposes of: the United States of America

‘This person is spplicant D uu-—m D ol designased Sttes cecept E the United Setes_ . . the Say indicad b -

of Ammicacaly | . the Sapplementsl Box |
MM&-M-—M&#—_,&-*W Jull qfiicial desigmeshom. Thy This persca is: -
axkiress vt dncide pcnted cole and e of comary. That cematry of she axkiness Indicase i kls Bax v che -
#thﬂk”dnﬂ-#’-hdﬂnkuw .
D applicant only
1 El applicant oid inventer

D muﬂyﬁ'ﬂrm
h&ﬂﬁnﬂhﬂnﬂ

Applica® l_m}h._wilm-wu

State (thor is, commry) of astiemality: . . Suﬂhn.u-”oﬂuﬁz
This person is spplicant B ﬂﬁuﬂl-D -llddmuuuw D e Uhiteodd Statex us--inul-
for the purpases of: , Stabes L the Uniled States of Amexica of America auly the Sepplemental Bay

[0  Further applicants and/or (fusthar) irventors arc indicated on enother continustion sheet. '~

Form PCT/RGYI01 (cootimustion sheer) (Jamiry 2004) See Noais 1 the request forw



Sheat No. 3 "

BeaNe. V DESIGNATIONS
The filing of this request congtituics under Rulc 4.5(a), the desigantion of il Contmciing Stass bound by the PCT on the miematianal filing
date, for the gram of every kind of protection availahle snd, where applicable, for the grant of both regional and netional patents.

Heowever, )

[ DE Germaay 1s wot designated for any kind-of national protecrion

[J KR Republic of Koren ks not desigaated for any kind of nations! protection
[J RU Russian Foderation b not desiguated for any kind of natieral protection

{The check-bazex obove may be ldunﬂnmwwmmndhmhnlﬂhmfkﬁ sncler the natianol
kv, or an earlier patianal cppitorsion from which priorky s clolmad. Sag the Notes 1o Bex No, Vnnl.md‘:-ta.hdh'
Proveivions in thany od curiie offur Sioies )

Bax Na. VI PRIORITY CLAIM

The priority of the following earlier application(s) &8 heyeby claimed:

of earliar spplication of carlier spplication —

(erimaraivyear) : "'""m" :"'mm national qqim‘ teraational application:
) } o WTO: ~regional Office receiving Offics
itein (1) . '

21 March 2003 60456920 us

2100/2003

item (2)
iem (3)

[ Further priovity clains are indicated in the Supplesnentsl Box. -

The receiving Office is requested to mlﬂlmnﬂnw anaﬁfn‘luwofhnﬂnwlm fanly
muﬂc wmmﬂdmﬁm“ﬂﬁﬁﬂhmdﬂmﬂmhﬂmmmﬁd
=

B st O em) O] em@ O wmoy T ——

*Whare the eorlier applicerion ix an ARIPO appiication, indicass at least ane country party io the Paris Comvention for the Provection of
Propery or ons “rd‘lh World Trads Organiration for which the earlier opplication was flled (Rule 4.10B)):  ............

Box No. ‘Vll IN'I'!IINATIONAL SEARCHING AUI'IIOIITY

Gilull'lluulhlllSnlﬂh;AMﬂSA)M‘McmWMJM:mmhwﬂb
mnmmmm lhnlo-knrub-thﬂ

{1sArus

"Regquest ts use resalt of earfler search;  referemce to that search ﬁmﬁhﬂdhhmﬂdubcw_,ﬁww

Internopional Sewrching Asthariy): ,
Duip fidipVmonsiyyacr) Nomber * Country for regional Cifics)

MN‘.VII! DECLARATIONS -

Thﬂmuﬂnﬁ-nmdnhumwu')h(ﬂfhﬂﬂ-w "+ Numberof
chack-Saes below and indicate tn the right colizw: the musber of sach type of declaration): - decharations

Bax Na. V111 (i) Dﬂlm-lnlllhlllyd'lhnm

Box No. VI (ii) m;mzlmm:m-;-uummu

m-mhwmmm--ummu

Bax Ne. VIII (iv) wﬂ;ﬂﬂw(wmumofhmdh

BaxNa.VHI(v)  Dechrstion 5 lo non-prejudicial disclasures or caceptions to tack of novelty

0
X
B meda v o e priariey of the earfier spplication
O
O
_ Fom

PCT/RO/I0] (chird sheet) (Jamury 2004) Sew Notex 3 the requst form



Sheet No. 4 . 2

A\

Bex No. VIILQI) DECI.ARATION' ENTITLEMENT TO APPLY FOR AND BE GIIAN'I'IDA PATENT
The declortion munt conform to the stondardived warding provided for in Sactiom 212: sus Notes to Boxes Nas. VIIL Vil .0 (v (in

general) and the apecific Notes 1o Bax No. VIHI (31). [f this Box is mot ayed, this shest shoulkd rat be inchedied tn the request

Declaration a3 ta the applicant’s emtitfemnt, 23 mt the internations] filing date, @ spply for snd be granted & patcat (Rules 4.17(5)-
and 515dz. 1(u)(ii), in a cass where the declaration under Rule 4.17(lv) is not appropriate:

in relation to this internatianal application,
WYETH, umhﬂdbqplyfwandbegmhdapnunbywﬂueoﬂhehllmg.

-an assignment from COLLINS, Mary, CHIN, Elaine Y., SENICES, Mml.deGUNG Dd:ulhA.hWYm!.
dated 12 January 2004, 22 January 2004, Iz.llnuu'ymw 12 Junuary 2004 respectively.

This declaration |snndet‘orlh|=pmpnsesofall dammmmpdmmofﬂnumsmsofmcl.

- — g

[)  This declaration is contisued on the fullowing shess, “Continusaion of Box No. VIIL ii)".

l:’u'm PCT/RQ101 (declarstion sheet (ii)) (January 2004) _ ' hmnﬁwp-'



1A

Sheet No, 5 .

Bex Ne. VI (@) DECLARATION: ENTITLEMENT TO CLAIM PRIORITY

The decloration st conform o the sdardized wording provided for in Section 213; see Noses o Boxss Noz. VI, VIll (i) % (v) (i general)
o the specific Notex 10 Bax Na. VI (i) Ifthls Box is mot wred, this shoet shossd mot be included in the reques:.

Dathmmulnthumlhm:mnﬂnﬂ.nmhmﬂﬂudm,h chim the priority of the enrlier application specified
below, where the spplicant is not uwmmﬁuu-ﬂ-wnmumuwnﬁ-mhwmm

filing of the earlier spplication (Roles 4.17(iii) and 3} bic 1{a)iii)):

in relation 1o this intemational applicstion,

WYETH, is entitled 1o claim priority of earlier application
No. 60/456,920

by virtue of the following:

an assignment from COLLINS, Mary, CHIN, Elaine Y., SENICES, Mayra, snd YOUNG, Deborah A_ to WYETH,
. dated l21mml|12004.?21||_||1m12004, 12 January 2004, und 12 Januery 2004 respectively.

This decliration is made for the purposes of all designetions, except the designation of the United States of America.

- o —a

[3 *This declaation is continued an the-fhllowing sheet, “Cantinustion of Bax No. VHI (ifi)"

Form PCT/RONO] (deciaration sheet (fil)) (Jenusry 2004) Sow Notss 10 the request form



() (] sequonce listings
O tables reluted thereto

| () B size in computer readabie form
(Section 801 (a)(i)

o -3 saquence Listings
() [3 tabics related therets

Type and anniber of earriers (diskene,

CD-IIOM m—lnroﬂlujmﬂlﬂln

(id)
1.0

Shest No. 6 *#
Bax Na. IX CHECK LIST: LANGUAGE OF FILING
Thia intermationa) application contales: {This intermational application i sccempanied by the following Number
{2} In paper form, the following number of iscn(s) (mark the cpplicable check-baxes below and indicats in of ietm
sleety right coluien the momber of eoch keny):
el I.D fee calculstion sheet . 1
request (including 2.[). criginl stpanse power of snorney :
declaration sheets) : 6 3.0 origical general power of smomey :
description {excluding «0 copy of general power of sttorney; reference manber,
sequence listings ancior wbles ;54 - irmy: .
related thereto) s 6 - :
clsims : 5.[] satement explaining lack of signatize
sbatract 6.[] priarity documeni(s) ideniified in Box No. VIas
_ drawings 1 6 nem(s) —
Sub.total nnmber of sheets ] 1D muudiwwmm
.| sequence Nstings 18 I-El q.nhﬂnmmhnnﬂm
. ar other biological material
tabley related thereso : 9. [} -sequenc scquence: listings in computer readabile form
ﬁmd“ﬁ:‘ - (Endicats (yps andd aseber of carriers)
sheess f filed in popar, @[] copy subxniteed fbx the pusposes of imemational séarch under
whether ar not also filed in )
" form: mnwm(-du-pnermfm-mm;
¢ (c) bafow) —_
Tolal anmber of sheets 88 (i) DMMM&:W(;)(B n-uumu—u
MD:;L.‘% - purposta of intematicoal search wider Rule | 34

[ sogether with relevant scatomens as to the identity of the copy o
copies with the sequence listings mentioned in beft cohunn

wummmmmmumm

ﬁlﬁ:nop-d_hd'm

(|)D mwﬁhmdm_ﬁm

mmly(nﬂm-pmdhm

applicatian) :

(lDDMMMhMMcHMk-Hth—U
ﬂmﬂm-ﬂﬂum.ﬂﬂb&hwyﬂrh

: mamlmms:u-mw

(m)ljwmuu-nm-mumdumu

mmﬁhﬂummﬂtdm

m Lt — S . .
% wtics reeed trmr e |1 other (xpeci)y) check; postcard 2
{xiditional copias n e declicared unirnlm . ' .
) andfor 1 columm)- } ) .
l'lll.uuﬂl-edn!hllwhch . Lazguage of filling of the —
should the shatmer: international appfication: English
No. X SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE

o euck Sipsare, hﬁth__fﬁm“dﬁ_bh“ﬁm#‘ﬂﬁﬂhmhﬁ--—hﬁw

3,
. -|mmmumm
the prs tional sulicats

(i!'mw

4. Dais of timely receipt ef the required
" ° comeclions under PCT Article 11(2):

Intematiooal Searching Aulhonty

daix of actm) reccipt e o MW B
spplication:

y ISA/ €0] i) sourch fonis puid

“Transmitial of search copy delsyed

Dutz of receipt of the record capy
.4 by the Insemational Bureau

-Mmmlblmmumm) :

Ser Notcs 5 the request fora



. 194

PATENT COOPERATION TREATY

From the RECEJVING OFFICE ,

To PCT

LOUIS MYERS

gﬁ'}:ﬁ&fmfnsgg P.C. INVITATION TO CORRECT DEFECTS IN
THE INTERNATIONAL APPLICATION

BOSTON, MASSACHUSETTS 02110-2804
(PCT Articles 3(4)(3) and 14(1) and Rule 26)

l(hu of “m ; 26 May 2004
Applicant’s or agent’s file-reference REPLY DUE ... 1 ha/degh from
16158-013W01 the shove dats of mailing
International application No. Imtemational filing date
PCT/US2004/008833 (day/monthyear) 22 Mar 2004
Applicat
WYETH -

L E The applicant is hereby invited, within the time limit indicated above, to cotrect. In the international application ay flled, the
defects specified on the attached:

[¥] Anncxa
[ Annex B1 frext marter of the international application as filed)
D Annex C1 (drowings of the international applicalion as filed)
a. D ‘The applicant is hereby invited, within the time limit indicated sbove, 10 carrect, in the translation of the international
applieation furnished under Rule 12.3 or 12.4, the defocts specificd on the attached:
D Anmex A
[ Annex B2 frext maner of the translation of the insernationa! applicarion)
J Annex C2 (drawings of the transiasion of the international application)

Additionzl observations (Il mecessary): = memer e

HOW TO CORRECT THE DEFECTS?

Correction must be submitted by fili IWMMﬁn‘mmﬁmmﬂlmwuh@w

sheet, which shall draw atiention to the di between the replaced sheet and the replacement sheet. A correclion may be

lllldinaldlnrmlyirililofa:hlmumitunbemhmlﬁmﬂnhumﬂnmdmﬁﬂnudvaﬂydhn;
ferred (Rule

the clarity and direct reproduchbility of the sheet onto which the correction is to be trans 26.4).

ATTENTION
Failure to comrect the defects will result in the intematicnal application being considered withdrawn by this receiving Office (see:
Rule 26.5 for further delails).

A copy of this invitation and any attachments has been sent to the Intemational Bureau
: [¥] and the intemational Scarching Authority

Name and mailing address of the receiving Office Authorized officer v

Mail Stop PCT. Commissioner for Patents . \)\
P.0. Bax 1450. Alexandria, VA 223131450 Marilyn Younger R(\
Faceimile No. 703-305-3230 Telephone No. 703-305-3753

Form PCT/RQ/106 (January 2004)

Docketed By Billing Secretary
Due Date:
Deadline:
Initials:




International application No.
ANNEX A TO FORM PCT/RO/106 PCTUS2004/008833
'

The recelving Office has found the follawing defects in the international appiication as Ned:

As w signature of the international application (Rules 4.15, 26.25ir(s) and 90.4), the request:

2 [ is not signed* by the applicant ar, if there is more than ane applicant, by at least one of them

b.D i not accompanied by the statement referred (o in the check list in Box No. 1X of the request explaining the lack of the
signature of an applicant for the designation of the United States of America

c.m is signed by what appears to be an agent/commaon reprasentative but:

/ [*] the international application is not accompanicd by a power of stiomey appointing him

D the power of sttorney sccompanying the international spplication is not signed by all the applicants
d.D other fxpecifyy:

Although Rule 4.15 requires that all applicants must sign the request (v.g. including all inventors/applicants for the designation of

the Uniled States of America), for the rpomo!'mdeM(lll)[').ll’lhen-nmdunmlpplmnl-llllmﬂ'uﬂnﬂ-l

therequutbenpdbymofllun(lule!ﬁ.!h{a)).

However. the applicant’s attention is drwn (o the fact that the nutional law applied by cach designated Office may require, in

connection with the processing of the imternational application in the national phese, that the applicant furnish the confirmation of

::l;n;:{ﬁuml application by the signature of any applicant rwummmmuwum
I{apvi)).

As 1o indications concerming the appiieant® who is entitied, sccording o Rule 19.10, to ﬁhﬂnlmmllmlm with the
receiving Office, the request (Rules 4.4, 4.5 and 26.2bis(b)):

a [:I does not properly indicate the applicant’s name (specifyy):

b. [] doesnot indicate the applicant's address
e [:| does not properly indicate the applicant's address (specifj):

d. [] does not indicate the applicant's nationality
e. [] doesnotindicate the applicant's residence

[0 Funter cbservations sbout indications concerning other applicants (Gf mpplicable):

Alithough Rules 4.4 and 4.5 raqummdmomnonu:mnglhenmlum.wlflhcmml spplicanta, of ench of them, for the
purpases of Asticle 14(1 Xa)ii), if there is more than ane applicanl. it shall be sufficien! that the indications required under
Melﬂlxn)ld(nl)bepmvdadmrupmofmofuum who is enlitled sccording o Rule 191 to file the internationa)
application wilh the receiving Office (Rule 26.2bis(b)).

However, the applicant’s atiention is drawn to the fact that the national law spplied by eachrdesipruted Office may require, in
connection with the processing of the imernational applicstion in the natiomal phase, that the applicant firnish any mizsing
indication required under Rule 4.5(a)(ii) and (i) in respect of any spplicant for the designated State (Rule 51bds. | (a)(vii))-

As to the language of certain elements of the international application, other than the description and claims (Rules 12.1{c)
and 26 3¢er{a) and (c)):

a D the request is not |nlllwol'|:|bhnmnnlneqhdbylhu receiving Oﬂiee: (the) language(s) accepied by this
receiving Office is/are

b. [J the text matter of the drawinga is not in the Ianguage in which the intemational application is to be published, which is:

c. [] the sbatract is not in the language in which the interational mpplication is to be published, which is:

The titde of the iovention:
a. [] s not indicated in Bax Ne. I of the request (Rule 4.1(a))

I:.D is not indicated 81 the top of the first sheet of the descriplion (Rule 5.1(s)) ve .
c E] a8 appearing in Box No. | of the request i not identical with the title heading the description (Rule 5.1(2))

As to the abetract (Rules 8 and 26.1(bjk
[C] the intermational application does not contain an sbstmet

Form PCT/RQ/106 (Annex A) (Janusry 2004)



WO 2004/084835

5 " TENT COOPERATION TREATY -} "CT’;‘Jsf_“gmw
i, . z
. From the INTERNATIONAL BUREAU p‘ﬂ::C\-

PCT Ta:

FIRST NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF

\14

THE COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL MYERS, Louis
APPLICATION (TO DESIGNATED OFFICES WHICH Fish & Richardson P.C.
DO NOT APPLY THE 30 MONTH TIME LIMIT mﬁ VA 021 10.2804
UNDER ARTICLE 22(1)) ETATS-UNIS D’AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)

(PCT Rue 47.1(c))
21 October 2004 (21.10.2004) RECEIVEb

Applicant’s or agent's file rcference

16158-013WO1 IMPORTANT NOTICE
Iniemational applicstion No, Priority date (daymontv/yaar)
PCTAIS2004/008833 21 March 2003 (21.03.2003)
Applicant ~

ATTENTION: For any designaied Office(s), for which the time Limil under Article 2%(1), aa in force from | April 2002 (30 months from
the priority daic), does apply, please sce Form PCT/IB/308(Second and Supplementary Notice) (to be issued promply afier the expiration
of 28 months from the priority daic).

. Nolice is hercby given that the following designated Office(s), for which the time limil under Article 22(1), as in force from 1 April 2002,
does not apply, has/have requesied that the communication of the international application, as provided for in Article 20, be effected under
Rule 93bis.1. The Inlemational Bureau has effected thal communication oo the date indicated below:

07 Ocinher 2004 (07.10.2004)

CH

In accondance with Role 47.1(c-bis)j), those Offices will accept the present notice as conclusive evidence thal the communication of the
intlernatiogal application has duly ken place on the daie of mailing indicated above and oo copy of the international application is required
io be fumnished by the applicant 1o the designated Office(s).

. The following designaiod Offices, for which the time limit under Article 21), az in force from | April 2002, does not apply, have not
requcsied, as al the time of mailing of the present ootice, that the commnnication of the international applicalion be effected under Rule
93bir.1 :

Fl, LU, SE, TZ, UG, ZM

In accordance with Rule 47, 1(c-bis)ii), those Offices accepl the prescni notice as conclusive evidence that the Contracting Siate for which
tat Office acts a2 a designaled Office does not require the fammizhing, ander Aricle 22, by the applicant of a copy of the inlermational
application. .

TIME LIMITS for entry Into the national phase

For the designeted Office(s) listed above, and unless & domand for imternational preliminary examination has been filed hefiore the
cxpiration of 19 menths from the priority date (sce Article 39(1)), the applicable time limit for entering the national phase will, sublect to
what Is suld In the following paragraph, be 20 MONTHS from the priority date.

In practice, thme Limits other than (he 20-month thne llmit will continue to apply, for various periods of time, in respect of certain of the
designated Offices listed above. For regular updates on the applicable thre limits (20 or 21 months, or other time limit), Office by
Office, refer 1o the PCT Gazetie, the PCT Newslatier and the PCT Applicant’s Guide, Volume I1, National Chapiers, all availshle from
WIPQ's Iniernct site, at hitp//oww.wipo.int/pct/enfindéx huml

It is the applicant’s sole rewponsibility 1o monitor all these time limits. i
Reviewed By Practice Systenis i
Initials: ]a
Reviewed By £i)iny Secve\ary
Ioitiais:
Tho Inteemational Buress: of WIPO Anthorized officer
34, chemin des Colombeites Yolaine Cussac

1211 Geneva 20, Swilzeriand

" Facsimile No.+41 22 740 14 35 Facsimile No.+41 22 338 70 80

Form PCT/IB/308(First Notice) (January 2004)




s ~ L |
01997.043200.PC PCT INTERNATIONAL APPLICATION
'f\ %

IN THE UNITED STATES RECEIVING OFFICE

In re Application of: )
:  Authorized Officer: Yolaine Cussac
WYETH )
Intemnational Application No.: )
PCT/US2004/008833 )
Filed: 22 March 2004 )
Priority Date: 21 March 2003 ) - -
For: TREATING IMMUNOLOGICAL )
DISORDERS USING AGONISTS :
OF INTERLEUKIN-21/ )
INTERLEUKIN-21 RECEPTOR :
) 11 August 2005
International Burean of WIPO

34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

R is.1

Sir or Madam:
Pursnant to PCT Rule 92bis.1 and Section 422 of the PCT Administrative

Instructions, we would like to advise yoi: that legal representation has changed for the

above-identified International Application. Please make this change as follows:

Previous Agent: Myers, Louis
Fish & Richardson P.C.
225 Franklin Street
Boston, Massachusetts 02110-2804

UsS

Ci



Current Agent: Mandra, Raymond R.
Fitzpatrick, Cella, Harper & Scinto
30 Rockefeller Plaza
New York, NY 10112-3801
uUs

The undersigned agent may be reached at our New York office by telephone

at (212) 218-2100. All correspondence should be directed to our address listed below.

Respectfully Submitted, -

Attomey for Applicant
Raymond R. Mandra
Registration No. 34,382

FITZPATRICK, CELLA, HARPER & SCINTO
30 Rockefeller Plaza

New York, New York 10112-3801

Facsimile: (212) 218-2200

NY_MAN S17m28v1
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Follo 1;!4

2020

Bogota DC

Doctor(a)

EMILIO FERRERO

Apoderado(a) y/o Representante

WYETH

REFERENCIA: Radicacién No. 05 85726
Solicitud Internacional PCT/US2004/008833

) Fecha limite inicio fase Naclonal 21 — 10 — 2005

Tramite 011
Evento 379
Actuacion 416
Oficio No. 1451
Folios 001

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, retne los requisitos de forma establecidos en la
Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacién en la Gaceta de Propiedad industrial.

Camplase
Dado en Bogota DN

ALIX CESPEDQES DE VERGEL
Jefe de la Dlyisién de Nuevas Creaciones

Al contestar favor Indique el nimero de ﬁmw&m;WT;w I;-;é:'r ylo
icaci d ax:
radicacion consignado en el sticker Sodo CAN: T, 40A No. 36-50 3153265 al 69
Fax: 3 505220. Linca 9800-910 165
Web: wwwaic.gov.co e-mall: [nfo@sic. gov.co
Bogoth D.C. - Colombia



