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Actdlt PRESENTACION Folhs: 352

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL Q} - 04 -2?Uf
SOLICITUD DE:
@ & Patente de Invencién. L] Patente de Modelo de Utilidad.
Capitulo I. [ Capitulo Il.
Nombre: IMMUNEX CORPORATION
socledad constituida y existente bajo las
leyes del estado de Callfornia, Estados
sou::;;r)mrs Unklos de América. IDENTIFICACION
Direcclion: One Amgen Genter Drive C.C. O NIT D
Thousand Oaks CE. M| oro [
Californla 91320-1789
Estados Unidos de América Cual
Numero
Domiclllo: Thousand Oaks
Callfornla 81320-1789
Estados Unldos de América
Nombre:.  EMILIO FERRERO _ IDENTIFICACION
Direccidn: Carrera 4°. No. 72-35 c.C. ¢ NIT O
Teléfone: 34736 11
REPRESENTANTE| 21188 50 ce. O oro [l
APODERADO : . Cual
E-mall: dientes@camyp.com, ua
Domicllio: Bogota, Colombia. Nimero 438.019 T.P 31.929
1. Paul J. CARTER 2. Hongxing ZHOU
4312-86th Avenue S.E. 8324-151st Avenue S.E.
Marcer lsland, Bellevus,
INVENTOR (ES) | Washington 88040 Washington 98006
. (72) Estados Unidos de América Estados Unldos de Amaérica
PCT (86)

Solicitud Intemacional No. PCT/US2004/037242 Fgcha: 4 de noviembre de 2004
Publicacién Intemacional No. WO 2005/047331 A3 Jecha: 26 de mayo de 2005

Titulo (54) .
@ ANTICUERPOS QUE SE UNEN AL RECEPTOR DE INTERLEUQUINA 4

_C_.D Clasificaclén Intemaclonal (51) COTK 16/28 ; A\G/¥38/Q0 , A%l K 39/245.

Prioridad | (33) Pails de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
s No[ us 7 de noviembre de 2003 60/518,166 -

@ Comprobante de pago No.: 06-38,520 Fecha: 22 de mayo de 2006
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 483.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

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

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién 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 biolégico.

Arte final 12x12

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

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

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

@r:

FIGURA CARACTERISTICA

©

Solicito la concesién de la patents,

NOMBRE: EMILIO FERRERO

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929

scto]JDF
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [ Publicacion Intemacional WO 2005/047331 A3

2. Forma PCT/ISA/237. Opinién Escrita de la Autoridad Encargada de la Blsqueda
Internacional.

3. XExtracto de publicacién.
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REPRESENTACION Y PODER

Representacién y Poder con lutenﬁcuﬁ; notarial
Apostille para patentes, modelos de utilidad, disei
industriales, marcas de fibrica, nombres comercial
ensefias, lemas comerciales, licencias.

Representation and Power-of- Attorney with notm
authentication and Apostille for patents, utility mod
industrial designs, trademarks, commercial nam
trade emblems, slogans, licenses.

REPRESENTATION AND
OWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/I (we), the undersigned

Immunex Corporation

domiciliado (s) en/of

One Amgen Center Drive, Thousand Oaks,
CA 91320-1799, UNITED STATES OF AMERICA

por ¢l presente nombramoa a EMILIO FERRERO, tpa. 31929; GONZALO
PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 23555 y
OERMAN CAVELIER, tpa. 832, domicilindos en In Carrera 4* N® 72-35,
Bogotd, Colambia, en obedecimiento a lo dispuesto en ¢l panigrafo 1° del
Articulo 543 dd Cédigo de Comercio, el mrimero como principal y los
demis como suplentes, en =1 orden, como mis (ruestros) representantes en
todos los asmntos de propiedad industrial con faculiad para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales. Bl primer
representante suplente reemplazari al principal en caso de ausencia o
impedimento temporal o definitivo de aquél. La misma regla se aplicard
cuando el segundo representante suplente haya de reemplazar al primero, o
el tercero o] segundo. En tales casos, ¢l representante principal, o el
momm-mm,ommmutm
de no ejercer la representacién mediante declaracién autenticada por
Notario Piblico en Colombia, o por Notario u otro Funcionario Pdblico, o
Cénsul de Colombia, en el extmanjerc; y =i se tratare de impedimento, con
el certificado respectivo. Si alguno de los nombrados faltare
definitivamente, el siguiente tomaré su lugar. Cuando cesare la ansencia o
impedimenic del representante principal, 0 de su primern o segundo
suplenies, en 5u caso, podrim ¢jercer I representacion, en su onden, Tno u
otros segn el caso, ammiéndola por €] solo hecho de ejerceria, cesando en
ese momento ¢l gjercicio de 1a representacién por e primero, segundo o
tercer suplente en su caso.

Ademds, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para obtener Ia proteccién de mi (nuestra) propiedad industrial y contra la
competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccién, especialmente ante las del orden
administmtivo, conlencioso-administrativo y judicial, ad como los
mhnhhnmmgmbhmmllum
anmtos: a) Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad, y
dipefios industrinles; el registro de mmcas de fibwica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales, enseflas,
variedades vegetales y denominaciones de grigen; su renovacién, traspaso,
mhodemlnodmnlm.undnnbnwlmhm.ydmyﬂmch
liconcias de uso de 303 derechos; b) Las acciones de competencia desleal,
proteccidn del consumidor, cposiciones u observaciones, cancelacién
administrativa y judicial, mlidad, medidas cautelsres, concesidn de
licencian, la tutels, I proteccién de necretos industriales, y en geneval los
juicios civiles, penales, adminisirativos o contencioso-administrativos
relacionados con estos derechos; acciones y procesos que promovamos o
se nos prommevan. 'Y para que en todos los asuntos amriba determinados,
puedan sustitufr este mandato, trensigir, conciliar, admitir los hechos del
proceso, desistir, cancelar, recibir, renuncisr, y mtificar las actos de
agentes oficiosos.

Dado y firmado hoy/Given and signed this

e/in

in due complisnce with the terms of paragraph 1st of article 543 of th
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 3192
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tp
23555 and GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciled at Carrera 4" B
72-35, Bogotd, Colombin, the first as principal and the others es alternate
in the order of their appointment, as our representatives for all industrii
propety matters with faculty to receive natifications and to eppoii
atiarneys in and oat of Court. The first alteynate shall replace the princips
in case of his absence ar of temporal or definitive impediment. The sam
rule will apply when the second alternate representative is to replace th
ﬁ:lmwﬂmﬂuﬂmdubtq:hnetbﬂﬂunwmdaﬁnmﬂl
their tum, or both of them, second. In mch cases, the princip
representstive, or the frst or second altemnates in their tum, or both ¢
them, shall state their intention not to ect as representatives through
declamation given before a Notary Public in Colombia, or before a Notar
or another Public Official or a Colombian Consul abroad; and in case ¢
mpediment, the appropriate certificate shall suffice. IT any of th
appoiniees were to be definitely absent, the following alternate shall tak
his place When the absence or impediment of the principal representatiw
or of the firm or second alternate in their turn ceases, the representation ca
be taken agmin in their sequence, by the principal, the first or secon
alternate depending on case, and the mere fact or its coercise will suffic
The exercise of the representation by the first, second or third alternates i
their tumn shall end st such time.

In addition, we grant a Power of Attomey in favor of the above-name
attomeys-at-law 30 that they may obtain the protection of my (ow
industrial property and against the unfisir competition, for which porpose
{we) authorize the said attorneys to represent me (us) before any authoritic
or persons, with or without jurisdiction, specially those administrativ
administrative conlentions and judicial, as well as before Arbitration Cour
in all matters concerning: the following: a) Obtainment of patents, ulilil
models and industrial designs; the regisiration of trademarks, collectiv
Mh-unﬂmmhmmMMleﬂn
vegetal varicties and denominations of origin; its renewal, assigmnen
change of name or damicile, voluntary cancellation; and the registmation ¢
licenses of use of the above rightw, b) Actions of unfair competitiol
protection to the consumer, oppositiona or observations, adminigtrative «
Court cancellation, nullity, infringement, granting of licenses, the action k
writ mandamus, the protection of trade secrets, and in genersl the civi
penal, and administrative suits relating to those rightx; actions and sui
institued by me (us) or against me (us) And that in all the above mattey
ﬂuymyubsﬁmﬁhhwofAm:y.mmin.mﬁliﬂe.ldm
the fircts of the case, desist, cancel, receive, resign, and ratify acts done b

without i
roprescniatives without 8 ...::":":r'.'.'...*me.';.ﬂ.smf
I'bl"llcOFlA COMCIDE con ll'.l.lﬂol'l’ﬂ.ll:‘
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Cornwall
&
Harman

Notaries
Public

12-14 David Maco
L Helier
JERSEY
JE24TD

Channel [slinds

Telephone;
(44) (01) 334 760180

Fax
(44) (01) 334 750128

E-mil:
geoff.comwalli@notary.je

Mambersof the Notaried Socisty

To all to whom these presents shall come:

| 1, GEOFFREY ST, CLAIR CORNWALL, a Notary Public in and for the
1 Island of Jersey, British Channel Islands, by virtue of a Faculty granted to

| me on the third day of April in the year of our Lord one thousand nine

hundred and seventy-four by our most Reverend Father in God, Arthur
Michael, Archbishop of Canterbury, registered by the Clerk of the Crown in

| Chancery on the sixth day of May in the said year and by the Ecclesiastical

Court of the Island of Jersey by Act dated the twentieth day of May in the

| said year,
! PO HEREBY CERTIFY AND ATTEST -

That the documents placed before me provide evidence that the signature set

1 and subscribed at the foot of the hereunto annexed document is genuine, the

same having been duly subscribed by Louise Audhlam-Gardiner of Lysaght

| & Co, 39 La Motte Street, St Helier, Jersey pursuant to a General Power of

Attomney dated 28 February 2001 given by Immunex Corporstion, a

| company duly incorporated and existing in accordance with the laws of the

United States of America whose registered office is situate at One Amgen
Center Drive, Thousand Oaks, CA 91320-1799, UNITED STATES OF
AMERICA, and is suthorised to sign such document on its behalf.

F. D TE HE I have hereunto set my hand

| and affixed my Seal of Office at St. Helier in the said Island (where revenue
| stamps are not used) this ng day of April in the year of our Lord two
1 thousand and six. .-

| In testimonio veritatis
| Protocol Ref
| 2006/.52013

QEDFFAEY Y & CORNNALL
NOTARY PURLIC
1314 DAVID FLACE
ST HELIER, JERSEY JE2 4TD
TEL: 01534 TOOTNO FAX: 01834 780134



APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961/Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

BAILIWICK OF JERSEY
1. Country: Jersey, Channel Islands
Pays: Jersey, lles de 1a Manche.

This public document/ Le présent acte public
2 Has besn signed by GEQFFREY STC CORNNALL
ACE SIgnE PRI ... oiiiii et s a s E e a e,

i Acting in the capacity of

Agissantenqualitéde .......... .0 ii it it i i e
: THE SAiD NOTARY PUBLIT
4 Bears the seal/stamp of
Estrevlin dy scesu/limbee @8 ... ..ottt ittt et e ettt
Certified/Attesté
5. AUSt Hclierh St Helier 6 thefle . .. 203, l\l-wb .......................

1. By Her Britnnnic Mejesty's Lieutenant Govemnor of Jersey/
Par le Lieutenant Gouverneur de Sa Majesté Britannique 3 Jersey

8 NumbesousNo. J YG 15661 E. HAYWOOD
9 Stamp:
Timbre
Governor of Jersey/

Pour le Licutenant Gouverneur de Jersey

If this docurnent i3 to be used in a country which is not party to the Hague Convention of 5 October
1961, it should be gent to the consulur section of the mission representing that country.

TP
nornm L] oy Gacuall
] lﬂﬂl'l. COMETAR QUR LA -
FoTaS: RCIDE CON BL BRIDINAL
Vo QU0 e THREo & LA VBTA

; ﬁfﬂm iz
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> ﬁ"""“‘w
4 Me MENDEZ BARAJAS
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TRADUCCION OFICIAL No. 05.10/06 realizada por Diego Vargas, Traductor

Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia y

registrado ante el Ministeric de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento mediante el cual Immmnex Corporation, domiciliada en One

Amgen Center Drive, Thousand Oaks, CA 91320-1799, Estados Unidos de

América, otorga derechos de representaciém y poder a los Doctores
EMILIO FERRERO, tpa. 31929; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA
DE PAEZ, tpa. 23555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en la

Carrera 4 N° 72 35.
Dado y .firmado el 21 de abril de 2006 en Jersey por Louise Audhlam-

—

Gardiner (Signatario Autorizado)
5 u.gocm‘ '“*:""0 (8 o, Cindyye
A HAGO CouaTas o ]
. , ?'m“::'-‘un."r""""‘“ﬂ KL OmiGincas.;
Firma Ilegible ARVE e ALA VT

Firma

&1 10 MAY 2005 ’J-;f

-
TSN :-.
: DEZ Bap Tan .
CTARIG (z) 08 ¥

{Anexo)
Escudo de Armas

Miembro de la Sociedad de Notarios

A TODOS AQUELLOS A QUIENES ESTOS PRESENTES LLEGAREN:

Yo, GOEFFREY S8T. CLAIR CORNWALL, Notario Piblico en y para la Isla
de Jersey, 1Islas Anglonormandas Britdnicas, en virtud de wuna
Facultad a mi otorgada el tres de Abril del afic del Sefior mil
novecientos setenta y cuatro por nuestro Reverendisimo Padre en
Dios, Arthur Michael, Arzobispo de Canterbury, registrado por el
Secretario de la Corona en la Cancillerla el seis de Mayo de dicho
afio y por el Tribunal Eclesiéstico de la Isla de Jersey por medio de
Acta con fecha del veinte de Mayo de dicho afio.

P R EL PRESENTE CERTIFICO Y DECLARO

Que los documentoe presentados ante mi son evidencia de que la firma

fijada y suscrita al pie del documento adjunto al presente es

1



b ]

- b

auténtica, la cual fue debidamente suscrita por Louise Audhlam-
Gardiner de Lysaght & Co, 39 La Motte Street, St Helier, Jersey de
conformidad con un Poder General con fecha del 28 de Febrero de 2001
otorgado por Immunex Corporation, una sociedad debidamente
constituida y existente de conformidad con las leyes de los Estados
Unidos de América, cuyo domicilio social estd ubicado en One Amgen
Center Drive, Thousand Oaks, CA 91320-1799, ESTADOS UNIDOS DE

AMERICA y est8 autorizada para firmar dicho documento a nombre suyo.

EN FE Y TESTIMONIO DE LO CUAL al presente firmo y fijo mi sello de
oficio en St. Helier en la Isla (en donde no hay impuestos de
timbre) hoy 24 de Abril del afio de nuestro Sefior dos mil seis.

In testimonio veritatis

Protocol Ref.: Firma Ilegible

2006/52013 GEOFFREY 5T.C.CORNWALL
NOTARIO PUBLICO
12-14 DAVID PLACE

ST. HELIER, JERSEY JE2 ﬂg;ﬂﬂn AT o
TEL: 01534 760180 FEX:01534 o# Hagg o) D3k EIRCULD
PRI

GUY W TANIDO & L a VINTA

Sello de oblea ilegible

,nndﬁiﬂwﬂﬂ
{Respaldo)

APOBTILLA
(Cxvencién de 1a Haya de Octubre 5 de 1961/ Convention de la Haye 5 octchre 1961)
DISTRITO DE JERSEY

1. Pafs: Jersey, Islas Anglonormandas
Pays: Jerseey, Iles de la Manche

Este documento plblico/ Le présent acte public

2. Ha sido firmado por GEOFFREY STC CORNWALL
a 6té Bigné par........:tii0reeetcnanaanns seeieraa s

3. Actuando en calidad de NOTARIO PUBLICO
agissant en qualité de........... . i ittt etccntne s

4. lleva el sello/estampilla de EL MENCIONADO NOTARIO PUBLICO



est revétu du sceau/timbre de............ . ¢ ittt annaannn
Certificado/Attesté
5. en St. Helier/ & St. Helier 6. El/le 25/4/06

7. Par el Vicegobernador de Su Majestad Britinica de Jersey /
Par le Lieutenant Gouverneur de Sa Majesté Britammique a Jersey

8. Nimero/ sous No. JYG 15661

9. Estampilla: 10. Firma; E. HAYOOD

. , 7 Ko
timbre: Firma"Ilegible
i Por el Vicegobernador de Jersey/

Pour le Lieutenant Gouverneur de Jersey

—

Si este documnento va a ser usado en un pais que no es miembro de la Convencién de
La Haya del 5 de Octubre de 1961, deberd ser enviado a la seccifn consular de la

misién que represente a dicho pais.

i L R
E ABLO HENDEZ BARAJAD

oficina para su confrontacidn. MRS O (5)
AL

NO

DVZ/1ID-7758/WPCLO02G/COLO 07071-841-001-5

/ < (V]
RGAS Z.
TRADUCTORN INTERPRETE OFICIAL
ESPANCL - INGLES ~ INGLES - ESPANOL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999
MINISTERIO DE JUSTICIA
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATI N TREATY (PCT) q

(19) World Intcleciual Praperty

Intemnioral Bugeas N O NI MG A
(43) Internations] Publication Date - (10) International Publication Number
26 May 2005 (26.05.2005) PCT WO 2005/047331 A3
(51) Internaiional Patent Classifiratlon™ CO7K 128, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN,

AG1P 35/0 CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, FI,
. GD, GB, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KB,

(21) International Application Number: , KP, KR, KZ, LG, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,

PCT/US2004/037242 MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG,

PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, §G, SK, SL, SY, TJ, T™,

(22) International Flllng Date: TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM,
4 November 2004 (04.11.2004) Zw.

(25) Flling Language: English  (34) Designated Sintes (unless otherwise indicated, for avery

(26) Publication Langunge:
(30) Priority Data:

GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, 8Z, 1Z, UG, ZM,
ZW), Burasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),

Einglish kind of regional protection available}: ARIPO (BW, GH,
/ Eoropean (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI,

60/518.166 7 November 2003 (07.112003) US FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, SE,
SL SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
(71) Applicant (for all designated States except USp IM- GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

MUNEX CORPORATION [US/US); One Amgen Cen
Drive, Thonsand Ouks, CA 91320-1799 (US). :
with international search rpart
(T2) Inveators; and —  before the axpiration of the time lbmit for amending the
(75) Inventors/Applicants (for US only) CARTER, Paul J. :
[US/US]; 4312 - 86th Avenoe S.E., Mercer liland, m*’ be republished in the event of receipt of
98040 (US). ZHOU, Hongxing [CN/US]; 6324 - 151t Av-
enue S.E., Ballevae, WA 98006 (US).
(88) Date of publication of the International search report:
(74) Agent: MACHIN, Nathan A.; 1201 Amgen Court West, 3 November 2005
Seattle, WA 98119-3105 (US).
For wo-lstter codas and other abbraviations, refer i the "Guld-
(81) Designaied States {uniess atherwise indicated, for avery ance Notes on Coder and Abbreviations” appearing at the begin-
kind of matinnal protection availabls): AR, AG, AL, AM, ning of each regular Issus of the PCT Gazetle.

{54) Thle: ANTTRODIES THAT BIND INTERLEUKIN-4 RECEPTOR

{57) Abstract: The present invention relates to antibodies that bind to tho T4 receptor, fragments, muleina, and derivatives of such
&= antibodies, mxleic acids encoding such antibodies, fragmeants, moteins and derivatives, and methods of making and using such antl-
bodies, fragments, muteins, derivatives and nocleic aclds. Methods for treating medical conditions indoced by interlenkin-4 involve
o administering an 11,4 receptor binding antibody, ar an 114 receptor binding fragment, mutein, or derivative of an 11.4 recepter

binding antibody, to a patient afflicted with sach a condition. Particular antibodies provided herein inclode homan monoclonal anti-
bodies. Certain of the antibodies inhibit both I1.-4-induced and IL-13-induced biological activities.

2005/047331 A3 |0 GO0 060 3.0 20
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EXPRESS MAIL NO. EV438877738US

TITLE
Antlbodles That Bind Interieukin-4 Recaptor

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATION
This application claims the benefit of U.S. provislonal application no. 80/518,168, filed
November 7, 2003.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Interieukin-4 {IL-#), previously known aa B cell stimulating factor, or BSF-1, was originally
characterizad by its abllity to stimulate the prolferation of B celis in response to low concantrations
of antibodies directad to surface immunoglobulin. IL-4 has bean shown to possess a far broader
specirum of blological activities, Including growih co-stimulation of T cells, msat cells,
granulocytes, megakaryocytes, and erythrocytes. In addition, IL.-4 stimuleates the proliferation of
several IL-2- and IL-3-depandent csll lines, induces the expresalon of ciass Il major
histocompatibliity complex molecules on resting B calls, and enhancas the secretion of IgE and
IgG1 Isotypes by atimulatad B cells. IL-4 Is assoclated with a TH2-type Immune response, being
one of the cytokines secreted by TH2 cells.

Murine and human IL-4 have been identifled and characterized, including cioning of IL-4
cDNAs and determination of the nucleotide and encoded amino acid sequences. See Yokota ef
al., 1688, Proc. Netl. Acad. Scl. USA 83:5804; Noma et al., 1988, Nature 319:840; Grabstein ef al.,
1088, J. Exp. Mad. 183:1405; and U.S. Patent 5,017,801.

IL-4 binds to pariicular cell surface receptors, which resuits In transduction of a biclogical
signai to cells such as various Immune effector cells. IL-4 receptors are described, and DNA and
amino acid sequenca information presented, in Masley ef al., 1988, Cell 50:335-48, {(murine IL-
4R); Idzerde et ¢/., 1680, J. Exp. Med. 171:881-73, (human IL-4R); and U.S. Patent 5,500,905,
The IL-4 receptor deacribed In these publications is sometimes referred to as IL-4R alpha.

Other proteins have bean reported to be asaociated with IL4R alpha on some cell types,
and to be components of multi-subunit IL-4 receptor complexes. One such subunit is IL-2R
gamma, also known as IL-2R gamma c. See the discussion of IL-4R complexes In Sato ef al.,
1884, Current Opinion In Cell Biology, 8:174-79. IL-4R alpha also has been reported to bs a
component of cartain mult-subunit IL-13 receptor complexes. See Zurawsk! ef al., 1995, J. Blol,
Chem..270:13860; de Vries, 1988, J. Allergy Clin. Immunol. 102:185; and Callard ef &/., 1068,
Immunology Today, 17:108.

IL-4 has been implicated In a number of disarders, axamplea of which are aliergy and
asthma.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides methods and compositions relating to novel IL4R
antagonists, in particular antibodies and antibody derivatives, that bind IL4R alpha.

In one aspect, the prasent invention provides an antibody, wherein the light chain variable
domain comprises a eaquence of amino acids that differs from SEQ ID NO:4 only by: at least one
amino acid substitution selected from the group conalating of S28T, S30N, S30G, 831N, 832D,
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S32N, A52T, S54Y, T57P, T57S, GBaD, S94H, S94R, P96A, P87G, and T99M, and, optionally,
one or more amino acld substitutions selectad from the group conslsting of E1D, L4M, STT, GBA,
K40R, F50Y, S88F, STTT, Vasl, K105R, V106L, and E107D, and/or the heavy chain variable
domaln comprises a sequence of amino acids that differs from SEQ ID NO:186 only by: at least
one amino acid substitution salected from the group conslsting of N58S, Y101W, F102Y, D103T,
D103N, D103P, Y104H, Y104N, Y104W, and Y104R, and, optlonally, one or more amino acid
aubstibutions selected from the group consisting of Q8E, H13Q, G24A, R88S, and M80T, wherein
sald antlbody binds to IL-4 receptor alpha. In one embodiment, the light cheln CDR1 comprisas a
sequence salectad from the group consisting of resldues 24-35 of SEQ ID NO:6, resldues 24-35
of SEQ ID NO:8, residues 24-35 of SEQ ID NO:10, residues 24-35 of SEQ ID NO:12; and
resldues 24-35 of SEQ ID NO: 14, the light chaln CDR2 comprises a sequence selectad from the
group conslisting of residuss 51-57 of SEQ 1D NO:4, rasidues 51-57 of SEQ 1D NO:8, residues 51-
57 of SEQ ID NO:10, and residues 51-57 of SEQ ID NO:12, the light chain CDR3 comprises a
sequencs selected from the group conslsting of reskdues 80-098 of SEQ ID NO:4, residuss 80-89
of SEQ ID NO:@, residues 80-88 of SEQ ID NO:8, and residues 90-80 of SEQ ID NO:14, the
heavy chain COR1 comprises the sequence residues 31-35 of SEQ ID NO:18, the heavy chaln
CDR2 comprisas a sequence selected from the group conalsting of residues 50-85 of SEQ ID
NO:18, and residues 50-85 of SEQ ID NO:18, and/or the heavy chain COR3 comprises a
saquence salacted from the group consisting of residues 88-104 of SEQ ID NO:18, residues 98-
104 of SEQ ID NO:18, residues 88-104 of SEQ ID NO:20, reskiues 88-104 of SE 1D NO:22,
residuss 98-104 of SEQ ID NO:24, residues 98-104 of SEQ 1D NO:28, residues 58-104 of SEQ ID
NO:30, and residuss 88-104 of SEQ ID NO:34. In another embodiment, the light chain FR1
comprises @ sequence selected from the group consisting of residues 1-23 of SEQ ID NO:4,
residues 1-23 of SEQ ID NO:10, residues 1-23 of SEQ ID NO:12, and residuss 1-23 of SEQ ID
NO:14, the light chain FR2 comprises a sequence selacted from the group conslisting of residues
38-50 of SEQ ID NO:4, and residues 38-50 of SEQ ID NO:14, the light chain FR3 comprises a
sequence saelected from the group consisting of residues 58-88 of SEQ ID NO:4, realdues 58-89
of SEQ 1D NO:10, and residues 58-89 of SEQ ID NO:12, the light chain FR4 comprises a
sequence selected from the group consieting of reeidues 100-109 of SEQ ID NQ:4, residues 100-
106 of SEQ ID NO:8, and residues 100-109 of SEQ ID NO:12, the heavy chaln FR1 comprises a
sequence selscted from the group consisting of residues 1-30 of SEQ ID NO:186, and residues 1-
30 of SEQ ID NO:42, the heavy chain FR2 comprises the sequence of residues 1-30 of SEQ ID
NO:18, the heavy chain FR3 comprises a sequence salected from the group conslating of
residues 86-97 of SEQ ID NO: 16, reskiues 88-87 of SEQ ID NO:18, and residues 68-87 of SEQ
ID NO:42, and/or the heavy chaln FR4 comprises the sequence of residues 105-115 of SEQ ID
NO:18.

In another aspect, the present Invention provides an antibody comprising: a light chaln
variable domain comprising a sequance that is at least 80% identical to a saquence selectad from
the group consiating of S8EQ ID NO:4, 8, 8, 10, 12, and 14, with the proviso thet sald tight chain
variable domain does not comprise the sequsnce of SEQ ID NO:4, and/or a heavy chaln variable
domain comprising a sequenca that Is at least 80% Identical to @ sequence selected from the
group consisting of SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 40, 48,
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50, 52, 54, 58, 58, 80, and 62, with the proviso that said heavy chain variable domain does not
comprise the sequence of SEQ 1D NO:18, whersin sald antibody binds 1o iL-4 receptor alpha. in
one ambodiment, said light chaln variable domalin comprises a sequence that le at isast 85%
Identical to a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:4, 8, 8, 10, 12, and 14,
and/or sald heavy chaln variable domain comprises a sequance that Is at least 85% Identicaito a
saquence selected from the group conslsting of SEQ ID NO:16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34,
36, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 58, 58, 80, and 62. In another embodimaent, sald iight chain
variable domaln comprises & sequence that Is at least 50% identical to a sequenca salected from
the group conslisting of SEQ ID NC:4, 8, B, 10, 12, and 14, and/or sald heavy chain variable
domain comprises a sequence that la at least 90% Identical io a sequence selectad from the
proup conalsting of SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 28, 28, 30, 32, 34, 38, 38, 40, 42, 44, 48, 48,
50, 52, 54, 56, 58, 60, and 82. In another embodiment, sald light chain variable domaln comprises
a sequenca that Is at least 85% |dentical to a sequence selected from the group consisting of SEQ
ID NO:4, 8, 8, 10, 12, and 14, and/or sald heavy chain variable domain comprises a sequence that
le at least 95% identical to a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:16, 18,
20, 22, 24, 28, 28, 30, 32, 34, 38, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 80, and 82. In another
embodimant, sald light chain variable domaln comprises a sequenca that is selacted from the
group consisting of SEQ ID NO:8, 8, 10, 12, and 14, and/or sald heavy chein variable domain
comprises a sequencs that Is selected from the group conslsting of SEQ |D NO:18, 18, 20, 22, 24,
28, 28, 30, 32, 34, 38, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 58, 58, 60, and 62.

In another aspect, the present Invention provides an antibody wherein the light chain
variable domain comprises a sequence of at least 15 contiguous amino acids of a sequence
selectad from the group consisting of: SEQ ID NO:4, 8, 8, 10, 12, and 14, with the proviso that
gald light chain variable domain does nat comprise the saquencs of SEQ ID NO:4, end/or wharein
the heavy chain variable domain comprises a sequence of at least 15 contiguous amino acids of a
saquence selectad from the group consisting of SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34,
38, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 58, 5B, 60, and 62, with the proviso that sald heavy chaln
variable domain does not comprise the sequence of SEQ [D NO:18, whereln said antibody binds
to IL-4 receptor alpha. In one embodiment, the light chaln varieble domain comprises a sequence
of at lsast 20 contiguous amino acids of a sequence selected from the group consisting of: SEQ
1D NO4, 8, 8, 10, 12, and 14, and/or the heavy chain variable domain comprises a sequence of at
least 20 contiguous amino acids of a sequence selected from the group consisting of SEQ ID
NO:16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 56, 68, 80, and 82,
In another embodiment, the light chaln variable domain comprises a sequence of at least 25
contiguous amino acids of a saquence selected from the group conslating of: SEQ ID NO:4, 6, 8,
10, 12, and 14, and/or the heavy chaln variable domain comprises a saquence of at least 25
contiguous amino aclds of a sequence selectad from the group consisting of: SEQ ID NO:18, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 80, and 62. In another
embodiment, the light chain variable domain comprises a sequence of at least 35 contiguous
amino acids of a sequence selected from the group consisting of: SEQ ID NO:4, 6, 8, 10, 12, and
14, and/or the heavy chain variable domain comprises a sequence of at least 35 contiguous amino
acids of a ssquence selected from the group consisting of: SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 28, 28,
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30, 32, 34, 38, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 80, and 82. In ancther embodiment, the
light chain variable domain comprises a sequence of at least 50 contiguous amino acids of &
sequence salected from the group consleting of: SEQ ID NO:4, 8, 8, 10, 12, and 14, and/or the
heavy chain variabte domain comprises a sequence of at least 50 contiguous amino aclds of &
sequence selected from the group conaisting of: SEQ 1D NO:18, 18, 20, 22, 24, 28, 28, 30, 32, 34,
38, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 58, 58, 60, and 82. |n another eambodiment, the light chain
variable domaln comprises a sequence of at least 75 contiguous amino acids of a sequence
selactad from the group consisting of: SEQ ID NO:4, 8, 8, 10, 12, and 14, and/cr the heavy chaln
variable domain comprises a sequence of at least 75 contiguous amino aclds of a sequence
salectad from the group consisting of: SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 38,
40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 58, 58, 80, and 82. In ancther embodimant, the light chain variable
domaln comprisas a sequence of at lsast 100 contiguous amino acids of a sequence selected
from the group conelsting of: SEQ ID NO:4, 8, 8, 10, 12, and 14, and/or the heavy chain varlable
domain comprises a sequance of at laast 100 contiguous amino aclds of a sequence selected
from the group consisting of: SEQ ID NO:16, 18, 20, 22, 24, 28, 28, 30, 32, 34, 38, 38, 40, 42, 44,
46, 48, 50, 52, 54, 58, 58, 80, and 82.

In another aspect, the preaent invention provides an antlbody comprising: a light chain
variable domaln comprising an amino acld sequence that is encoded by a nucieotide ssquence
that Is at least 80% ldentical to a nuclectide segquence selected from the group conaisting of SEQ
ID NO:3, 5, 7, 8, 11, and 13, and/er a haavy chaln variable domain comprising an amino acid
saquenca that [s encoded by a nucleotide sequence that I3 at least 80% Identical to a nuclectide
saquencs selacted from the group consisting of SEQ ID NO:15, 17, 18, 24, 23, 25, 27, 29, 31, 33,
35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, and 61, with the proviso that sald antibody does
not comprise bath the light chain variable domain sequenca of SEQ ID NO:4 and the heavy chaln
variable domain sequence of SEQ ID NO:16, and wherein sald antlbody binds to IL-4 receptor
gipha. In another embodimant, sald light chein varlable domain comprises an amino acid
saquence that Is encoded by a nucleotide sequence that Is at least 85% identical to a nuclectide
saquence selacted from the group consisting of SEQ [D NQ:3, 5, 7, 8, 11, and 13, and/or sald
heavy chaln variable domain comprises an amino acid sequence that Is encoded by a nuclectide
sequenca thet Is at least 85% identical to a nucleotide sequence selected from the group
consisting of SEQ 1D NO:15, 17, 16, 21, 23, 25, 27, 28, 31, 33, 35, 37, 30, 41, 43, 45, 47, 49, 51,
53, 56, 57, 59, and 81. In another embodiment, sald light chaln variable domain comprises an
amino acld saquence that la encoded by a nucleotide sequenca that is at laast 80% ldentical to a
nucieotide sequence selectad from the group consleting of SEQ ID NO:3, 5, 7, 9, 11, and 13,
and/or sald heavy chain variable domain comprises an amino acid sequence that Is encoded by a
nuclectide sequence that is at least 90% identical to a nucieotide sequance selectad from the
group conaslsting of SEQ 1D NO:15, 17, 18, 21, 23, 25, 27, 20, 31, 33, 35, 37, 30, 41, 43, 45, 47,
48, 51, 53, 55, 57, 589, and 81. In ancther embodiment, said light chain variable domain comprises
an amino acld sequence that is encoded by a nuclectide sequence that is at least 95% Identical to
a nucleotide sequence sajacted from the group conalsting of SEQ ID NO:3, 5, 7, 8, 11, and 13,
and/or sald heavy chain variable domain comprises an amino acid sequence that Is encoded bya
nucleotide sequenca that is at least 95% Identical to a nucleotide sequencs selectsd from the




10

15

20

3482-WO0 —J- 4

group conslsting of SEQ ID NO:15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 38, 41, 43, 45, 47,
49, 51, 53, 55, 57, 58, and 81. In another embodiment, sald light chain variable domain comprises
an amino acld sequence that ls encoded by a nucleotide sequence that Is at least 88% Identical to
a nucleotida sequence selected from the group conelsting of SEQ 10 NO=3, 5, 7, 9, 11, and 13,
and/or sald heavy chain variable domain comprises an amino acid sequence that is encoded by a
nucleotide asquence that ia at least 58% identical to a nuclectide sequence selected from the
group conslating of SEQ ID NO:15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 28, 31, 33, 35, 37, 30, 41, 43, 45, 47,
49, 51, 53, 55, 57, 50, and 61. In another embodimant, sald light chaln variabla domain comprises
an amino acid sequenca that Is encoded by a nucleotide sequence aslacted from the group
consisting of SEQ 1D NO:5, 7, 8, 11, and 13, and/or saki heavy chain variable domain comprises
an amino acid sequence that is encoded by a nucleotide sequence selectad from the group
consisting of SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 28, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52,
54, 58, 58, 60, and 82.

In another aspect, the present invention provides an antibody comprising: a light chain
variable domain comprising an amino acld sequence that Is encoded by 8 nucleotide sequence
thet hybridizes under moderatsly stringent conditions to the complement of a nucleotide sequence
selacted from the group consisting of SEQ ID NO:3, 5, 7, 9, 11, and 13, and/or a heavy chaln
variable domaln compriging an amino acld sequence thet Is ancoded by a nuciectide sequence
that hybridizes under moderately siringent conditions to tha complement of a nucleotide sequance
selected from the group consisting of SEQ ID NO:15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39,
41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 58, and 81, with the proviso that sald antibody does not
comprise both the light chaln varlable domain sequence of SEQ 1D NO:4 and the heavy chaln
variable domain sequence of SEQ ID NO:18, and wherein sald antibody binds to IL-4 receptor
alpha. In one embodiment, gald light chaln variable domain comprises an amino acid sequence
that is encoded by a nuclectide sequence that hybridizes under stringent conditions to the
complement of a nucleotide sequence selected from the group consisting of SEQ ID NC:3, 5, 7, 0,
11, and 13, and/or sald heavy chain variable domaln comprises an amino acld sequence that Is
encoded by a nucleotide sequence that hybridizes under stringent conditiona to the complement of
a nuciectide sequence selsctad from the group consisting of SEQ ID NO:15, 17, 18, 21, 23, 25,
27, 20, 31, 33, 35, 37, 38, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 50, and 61.

in another aspect, the prasent invention providea an !solated antibody, wherain the light
chain variable reglon of sald antibody comprises an amino acld sequence selected from the group
cansisting of SEQ |10 NO:6, 8, 10, 12, and 14, and sald antibody binds to IL-4 receptor sipha.

In another aspect, the present Invention providas an lsolated antibody, wherein the heavy
chain variable reglon of sald antibody compriaes an amino acld sequence selectad from the group
consisting of SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52,
54, 56, 58, 60, and B2, and sald antibody binds to |L-4 receptor alpha.

In another aspect, the present invention provides an antibody selected from the group
consisting of L2H1, L3H1, L4H1, L5H1, L1H2, L1H3, L1H4, L1HS, L1HS, L1H?, L1H8, L1HD,

L1H10, L1H11, L2H4, L2H12, L2H13, L2H14, LBHY, L2H2, L2H3, L2H8, L2H7, L2H8, L2H9,
L2H10, and L2H11.
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In anather aspect, the present Invantion provides a human, humanized, or chimaric
antibody.

In another aspect, the present Invention provides a monacional antibody.

In another aspect, the present Invention provides an entibody selected from the group
consisting of an IgD, IgE, igM, IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, and IgG4 having at least one mutation in a
hinge reglon that alleviates a tendency to form intra-H chain disulfide bond antibody.

In ancther aspect, the preaent invention providas an Iaolated polypeptide compriaing an
IL-4 recaptor binding portion of an antibody of the Invention. In one embodiment, sald polypeptide
comprises a Fab, F(ab')2, scFv, diabody, triabody, or ietrabody.

In ancther aspect, the present invention provides an Isolated nuclelc acld comprising a2
nucleolide sequance encoding the light chain of an antibody of the Invention, the heavy chain of en
antibody of the Invantion, ar a polypeptide of the Invention.

in another aspect, the present Invention provides a vector comprising an Isolated nucleic
acid of the Invention. In another embodiment, sald vector Is an expression vector.

In ancther espect, the present invention provides an lsolated call comprising a nuclelc acld
of tha Invention. In one embadiment, said cell is a hybridoma. In anather embodiment, sald cell is
a transgenic cell.

In ancther aspect, the present invention providas a cell comprising an aniibody of the
invention. In one embodiment, said call is a hybridoma. In ancther embodiment, sald cell Is a
transgenic cell.

In another aspect, the present Invention provides a call comprising a polypeptide of the
Invention. (n one embodiment, sald cell Is a transgenic cell.

In another aspect, the present Invention provides a method of making an antibody of the
Invention comprising Incubating a cell comprising a nuclelc acld encoding the light chaln of sald
antibody and a nucleic acid encoding the heavy chain of sald antibody under conditions that allow
sald cell to express sald light chaln and sald heavy chain and that aliow sald light chain and said
heavy chain to agsembie Into aald antibody, and lsolating sald antibody from sald cell. In one
embodiment, sald cell s a hybridoma. in ancther embodiment, sald cell 1s a transgenic cell.

In another aspect, the present Invention provides a method of inhibiting an IL-4 receptor
comprising contacting a cell expressing IL-4 receptor alpha with an antibody of the Invention or a
polypeptide of the invention under conditions that allow sald antibody or sald polypeptide to bind to
sald IL-4 receptor alpha. In cne embodiment, sald cell s a human call. In another ambodiment,
sald human cell I8 In a human,

In ancther aspect, the present invention providas a method of trealing a condition in a
subject comprising administering to sakl subject an amount of an antibody of the invention or of a
polypeptide of the invention effective for treating sald condition. In one embodiment, sald
condition Is an inflammatory or cancergua condition. In another embodiment, sald inflammatory ar
cancerous condition Is an Immunological condition. In ancther embodiment, eald condition Is
asthma, septic arthritls, dermatitia herpetiformis, chronic idiopathic urticaria, ulcerative colitis,
scleroderme, hypertrophic scarring, Whipple’s Dissase, benign prostate hyperplasia, a lung
disorder In which |L-4 receptor plays a rale, condition in which IL-4 receptor-mediated aplthellal
barrier disruption plays a role, a disorder of the digestive system In which IL-4 receptor plays a
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role, an allengic reaction to @ medication, Kawasakl disease, sickle cell disease, Churg-Strause
syndrome, Grave's disease, pre-eclampsia, Sjogren's syndrome, autoimmune lymphoprolifarative
syndrome, sutoimmune hemolytic anemia, Barrett's esophagus, sutoimmune uveltls, tuberculosis,
cyctic fibrosis, allergic bronchopulmonary mycosis, chronic obatructive pulmonary disease,
bleomycin-induced pneumopathy and fibrosis, radiation-induced pulmonary fibrosia, puimonary
alveolar proteinosis, adult resplratory distress syndrome, sarcoidosis, hyper IgE syndrome,
idiopathic hypereosinophil syndrome, an autoimmune blistering disease, pemphigus vuigaris,
bullous pemphigold, myasthenla gravis, chronic fatigue syndrome, or nephrosis.

In ancther aspect, the present Invention provides a pharmaceutical composition
comprising an antibody of the Invention or a polypaptiie of the Invention and an excipient, diluent,
or buffer.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figures 1A~-C present the nuclsotide saquence of the coding reglon of a human IL4
receptor alpha cDNA. The amino acld saquence encoded by the cDNA is presentad as well. The
cDNA clone waa Isolated from a cDNA library derived from a human T cell iine T22. The encoded
protein comprises (from N- to C-terminus) an N-terminel signal peptide, followed by an
extracellular domain, a transmembrane region (underiined), and a cytoplasmic domaln, as
discussed further in PCT publication WO 0192340 AS. The nuclectide sequence and amino acld
sequences of Figures 1A to 1C also are presented in SEQ 1D NO:1 and 2, reapectively.

Figures 2A-2D present polynucleotide sequencas encoding the light chain variable reglons
of L1 (SEQ 1D NO:3), L2 (SEQ ID NO:5), L3, (SEQ 1D NO:7), L4 {SEQ 1D NO:@), LS (SEQ ID
NO:11), and L8 (SEQ ID NO:13), and polynucleotide sequences encoding the heavy chain
variable reglons of H1 {SEQ ID NO:15), H2 (SEQ {D NO:17), H3 {SEQ ID NO:18), H4 (SEQ ID
NO:21), H5 (SEQ ID NO:23), H6 (SEQ ID NO:25), H? (SEQ ID NO:27), H8 (SEQ ID NO:28), H8
(SEQ 1D NO:31), H10 {SEQ ID NO:33), H11 (SEQ ID NO:35), H12 (SEQ ID NO:37), H13 (S8EQ ID
NO:38), H14 (SEQ ID NO:41), H15 (SEQ ID NO:43), H16 (SEQ ID NO:45), H17 (SEQ ID NO:47),
H18 (SEQ ID NO:48), H19 (SEQ ID NO:51), H20 (SEQ ID NO:53), H21 (SEQ ID NO:55), H22
(SEQ ID NO:57), H23 (SEQ 1D NO:50), and H24 (SEQ ID NO:61). The sequences are shown
using one-letter nucieotide abbreviations. Sequences corrasponding to CDR1, CDR2, and CDR3
reglons are shown In bold type for each sequence and underiined in L1 and H1. Sequences
comesponding to FR1, FR2, FR3, and FR4 are shown In plain type.

Figure 3 presants the amino acld sequencss of the light chain variable reglons of L1 (SEQ
ID NO:4), L2 (SEQ ID NO:6), L3, {SEQ ID NO:8), L4 (SEQ ID NO:10), L5 {SEQ ID NO:12), and L8
(SEQ ID NO:14), and amino acid sequencea of the heavy chain variable reglans of H1 (S8EQ ID
NO:16), H2 (SEQ ID NO:18), H3 (SEQ ID NO:20), H4 (SEQ ID NO:22), H5 (SEQ ID NO:24), H8
{SEQ ID NO:26), HT (SEQ ID NO:28), H8 (SEQ ID NO:30), H8 (SEQ ID NO:32), H10 (SEQID
NO:34), H11 (SEQ ID NO:38), H12 (SEQ ID NO:38), H13 (SEQ ID NO:40), H14 (SEQ ID NO:42),
H15 (SEQ 1D NO:44), H16 (SEQ ID NO:48), H17 (SEQ ID NO:48), H18 (SEQ ID NO:50), H18
(SEQ ID NO:52), H20 (SEQ ID NO:54), H21 (SEQ ID NO:58), H22 (SEQ ID NO:58), H23 (SEQ ID
NO:60), and H24 (SEQ ID NO:62). The sequences of the L1 and H1 variable reglona are shown
using one-letter amino acid abbreviations. Other light chaln and heavy chain variable sequences
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are indicated by dashes at residues where they are identical to L1 or H1 and with the appropriate
oneg-etter amino acld abbreviation where thay differ from L1 or H1. Sequences comesponding to
CDR1, COR2, and CDR3 regions ama shown In bold type for each sequence and underiined in L1
and H1. Sequences corresponding to FR1, FR2, FR3, and FR4 are shown In plain typa.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The presant invention provides compositions and methods relating to anti-iL-4 receptor
(IL-4R) antibodies, including methods for treating certain conditions mediated by IL-4R, and for
Inhibliing blological activities of Interieukin-4 (IL-4) and Interleukin-13 {IL-13) in vivo. Compositions
of the invention Include, for axample, ant-IL-4R antibodles, polypeptides, polynucleotides, cells
comprising or expressing antibodlas, polypeptides or polynucieotides of the invention, and
pharmacsutical compositions, examplea of which are provided below.

Polynucleotide and polypeptide sequences are indicated using standard one- or three-
letter abbreviations. Unless otherwisa Indicated, polypeptide sequences have their amino tarmini
at the left and thelr carboxy terminl at the right and single-stranded nucleic acid sequences, and
the tap strand of dauble-gtranded nuclelc acid saquancas, have their 5’ termini at the left and their
3" termini at the right. A particular polypeptide or polynuclectide sequencs slso can be described
by explaining how It differs from a reference sequence. For example, the phrase “a polypeptide
sequence that differs from SEQ ID NO:4 at S28T" deacribes a polypeptida sequencs that Is
identical to SEQ ID NO:4 except that the serine residue at position 28 of SEQ ID NO:4 is replaced
by a threonine residue.

Polynucleotide and polypeptide saquencea of particular light and heavy chain variable
reglons are shown In Figures 2 and 3, respectively, where they are labeled, for example, L1 ("light
chaln variabls region 1%), H1 (*heavy chain variable reglon 1°), efc. Antibodies comprising a light
chain and heavy chain from Figure 3 are Indicated by combining the name of the light chaln and
the name of the heavy chain variable reglons. For example, *L4H7,” indicates an aniibody
comprising the light chain variable sequence of L4 and the haavy chain variable sequence of H7.

“Light chain variabie domain {or reglon),” “heavy chain variabie domain {or reglon),”
“CDR1, 2, and 3" and “FR1, 2, 3, and 4" are defined according to the schema of Kabat et &/. in
Sequences of Proteins of immunoiogical interest, 5* Ed., US Dept. of Health and Human
Searvices, PHS, NIH, NiH Publication no. 81-3242, 1691.

The “percant identity” of two polynuclectide or two polypeptide sequences is determined
by comparing the sequences using the GAP computer program (a part of the GCG Wisconsin
Package, version 10.3 (Accairys, San Dlego, CA)) using Its default paramsters.

A biological molecule (e.g., a polypeptide, antibody, or nuclelc acld) is “lsolated” or
“substanttally purified® if it Is sufficiently free of other biological molecules, cell debris, and other
substancss to be used In standard laboratory protocols (e.g., a binding or hybridization assay).
Methods of substantially purifying polypeptides, antibodles, and nuclelc acids are well-known In the
art

The terms “paptide,” “polypeptide™ and “prutein” are used intarchangeably throughout and

refer to a malecule comprising two or mare amino acid residues joined to each other by paptide
bonds.
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The terms “polynuciectide,” “oligonucieotide” and “nucleic acid” are used Interchangeably
throughout and Include DNA molecules {e.g., cDNA or genomic DNA), RNA molecules (e.g.,
mRNA), analogs of tha DNA or RNA generated using nuclectide analogs (e.g., peptide nuclelc
aclds and non-naturally occurring nuclectide analogs), and hybrids thereof. The nucielc acid
molecule can be single-siranded or double-stranded. In one embodiment, the nuclelc acid
molecules of the Invention comprise a contiguous open reading frame encoding an antlbody, or a
fragment, derivative, muteln, or variant theruof, of the Invention.

Two single-stranded nuclelc acid molecules are “the complement” of each other If thelr
sequences can be alignad in an anti-paraliel orlentiation such that every nucleotide In cne
sequence Is opposite its complementary nucieotide in the other saquence, without the introduction
of gaps, and without unpaired nuclectides at the 5’ or the 3* and of slther sequence. A nucieic
acld molecule that Is "complementary” to a given nucleotide sequence is one that is sufficlently
complementary to the given nuclectide sequence that it can hybridize under moderately stringent
conditions to the given nuclectide sequence. Thus, a nuclele acld can be complementary to
another nucleic acld without being ita complement.

A “vector” Is a nuclelc acid that can be usad to Introducs another nuclelc acid linked to it
Into a cell. One type of vector [s a “plasmid,” which refers to a linear or circular double stranded
DNA molecula Into which additional nucleic acld ssgments can be ligated. Another type of vector
is & viral vector (s.g., replication defactive retroviruses, adenoviruses and adeno-assoclated
viruses), whereln addiional DNA segments can be Introduced Into the viral genome. Certain
vectors are capable of autonomous replication in a host cell into which they are introduced (e.g.,
bacterial vectors comprising a baciarial origin of repilcation and apisomal mammallan vectors).
Other vactors {e.g., non-eplsomal mammalian vectors) are intagrated into the genome of a host
call upon ntroduction Into the host cell, and thereby are replicated along with the host genome.
An "axpression vector” Is a type of vector that can direct the expresslon of a chosen
palynucieotide.

A nucleotide sequence ls “operably linked” to a regulatory sequences If the regulatory
sequence affects the axpreesion (@.g., the levsl, iming, or location of expresaion) of the nucleotide
sequence. A “regulatory sequence" Is a nucleic acld that affects the expression (e.g., the level,
timing, or location of axpresalon) of a nuclelc acid. The regulatory sequence can, for example,
axert Its effects directly on the regulated nucleic acid, or through the action of one or more
polyeptides {e.g., polypeptides that bind to the regulatory sequencs and/or the nuclelc acid).
Examples of regulatory sequences include promotsrs, enhancers and other expresaion control
elementa (e.g., polyadenylation signals). Further examples of reguiatory sequancas are described
In, for example, Goaddel, 1880, Gena Expressaion Technology: Mathods In Enzymology 185,
Academic Prags, San Dlego, CA and Baron et al., 1985, Nucdlelc Acide Res. 23:3605-06.

A “host cell” Is a cell that can be used to express a nuclelc acld, e.g., a nucielc acid of the
Invention. A host cell can be a prokaryote, for example, E. coli, or It can be a eukaryote, for
example, a single-celled eukaryots (e.g., a yeast or other fungus), a plant cell {e.g.. @ tobacco or
tomato plant cell), an animal cell (e.g., a human cell, a monkey csll, a hamater cell, a rat cel, a
mouse cell, or an insect cell) or a hybridoma. Examples of host cslis Inciude the COS-7 line of
monkey kidney cells (ATCC CRL 1851) (see Gluzman et al., 1981, Call 23:175), L cells, C127
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cells, 3T3 calls (ATCC CCL 183), Chinese hamster ovary (CHO) cells or their derivatives such as
Veggle CHO and related cell lines which grow in serum-free media (see Rasmussen ef al., 1988,
Cytotechnology 28:31) or CHO strain DX-B11, which is deficlent in DHFR (see Urlaub et a/,, 1980,
Proc. Netl. Acad. Scf. USA 77:4216-20), HeLa cells, BHK {ATCC CRL 10) call lines, the
CV1/EBNA call Iina darived from the African gresn monkey kiiney cell line CV1 (ATCC CCL T0)
{see McMahan eof al., 1891, EMBO J. 10:2821), human embryonic kidney cells such as 283, 293
EBNA or MSR 283, human eplkdermal A431 cella, human Colo205 cells, other transformed primate
cell lines, normal dipioid cells, cell strains derived from In vitro cutture of primary tissue, primary
explants, HL-80, UB37, HaK or Jurkat calls. Typically, a host cell Is a culturad cell that can be
transformed or transfected with a polypeptide-encoding nuclsic acid, which can then be expressed
in the host cell. The phrase "recombinant host cell” can be usad to denote a host cell that has
been traneformed or transfectaed with a nuclelc acid to be expressed. A host call also can be a csll
that comprisas the nuclelc acld but doss not exproas it at a desired level unleas a regulatory
sequencs Is Introduced Into the host cell such that it becomea operably linked with the nuclelc
acld. It is undersiood that the term hoat call refers not only to the particular subject csll but to the
progeany or potential progeny of such a cell. Bacause certaln modifications may occur In
succeading generations dus to elther mutation or environments! influences, such progsny may
not, in fact, be Identical to the parent cell, but are stlll included within the scape of tha tarm as used
herain.

A "chimaric antibady” is an antibody in which a portion of the heavy and/or light chain Is
identical with, hamologous to, or derived from an antibody from a particular species or belonging
to a particular antibody class or subciass, while the remainder of the chain(a) Is/are dentical with,
homologous to, or derived from an antibody (Jes) from another spaecles or baionging to another
antibody class or subclass. Also included are fragments of such antibodles, that exhibit the
desired blological activity (L.e., the abllity to specifically bind IL-4 receptor). See, U.S. Patent No.
4,818,567 and Mormrison, 1885, Sclence 229:1202-07.

A "CDR grafted antibody” ls an antibody comprising one or more CDRs derived from an
antibody of a particular spacles or lsolype and the framework of another antibody of the same or
different specles ar isotype.

A "multl-specliic antibody” Is an antibody that recognizes more than one epitope on one or
more antigens. A subclass of this type of antibody Is @ “bl-speclfic antibody” which recognizes two
diatinct epliopes on the same or differant antigens.

A “varlant” of a polypeptide (e.g., an antibody) comprises an amino acid sequence
wherein ons or more amino acid residues are Inserted Into, deleted from and/or substituted Into
the amino acld sequence relative to another polypeptide sequence. Varants of the Invention
Include fusion protsins.

A “derivative” of a polypeptide Is a polypeptide (e.g., en antibady) thet has been chemically
modified in some manner distinct from Insertion, deletion, or substitution variants, e.g., via
conjugation to another chemical molety. Unless otherwlee Indicated, the term "antibody” includes,
In eddition to antibodias comprising two full-length heavy chains and two full-length light chains,
derivetives, varlants, fragments, and muteins thereof, examplas of which are dascribed below.

10
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A molecula (.g., an antibody) “specifically binds IL-4 receptor” If it bind to IL-4 receptor, or
a fragmaent thereof, with at least 10 imes higher affinity than the molecule binds to a polypaptide
unrelated to IL-4 recaptor.

An "antigen binding domain® or "antigen binding reglon” Is the portion of an antibody
molecule which contains the amino acid resldues {or othar meletiss) thet Interact with an antigen
and confer on the antibody lis specificity and affinity for the antigen.

An “spitope” |a the portion of a molecule that is bound by an antbody. An epltope can
comprise non-contiguous portions of the molecule {s8.g., In a polypeptide, amino acld reskiuas that
are not contiguous to one ancther in the polypepiide’s saquence but that, together in the contaxt of
the molacule, are bound by an antibody).

Indications

In one aspect, the present Invention provides methods of treating, preventing, curing,
relleving, or ameliorating a dlesase, disorder, condltion, or lliness. Among the conditions to be
treated in accordance with the present invention are asthma, septic/active arthritls, dermatitie
hampetiformls, chronic Idiopathic urticaria, scleraderma, hypertrophic scarring, Whipple's Disaasa,
benign prostata hyperpliasla, iung disorders in which IL-4 plays a role, conditions in which IL-4-
induced eplthellal barrier disruption playa a role, disordars of the digestive system In which IL-4
plays a role, including Inflammatory bowel dissase and other Inflammatory conditions in the
gastraintestinal tract, allergic reactions to medication, Kewasak| disease, sickle call dissase
(including sickie cell crisls), Churg-Strauss syndrome, Grave's disease, pre-eclampsla, Sjogren's
syndrome, autoimmune tymphoproliferative syndrome, autolmmune hamolytic anemla, Barreit's
esophagus, autolmmune uvaltis, tuberculosis, and naphrosis, as describad In more detall below.
IL4R antagonists also find use as adjuvants to allergy immunotherapy and as vaccine adjuvants.

Examples of antibodies sultable for treating these conditions are describad below, and
Includs, 6.g., antibodies that bind IL-4R and inhiblt the binding of IL-4 thereto. Particularly useful
antibodies also Inhiblt the binding of IL-13 to IL-13 receptor (IL-13R). Particular embodiments of
the invention include novel antibodies and antibody dertvatives, fragments, mutsins and variants,
polypeptides, nucleic acid molecules, calls, methods of making the preceding, methods of
Inhiblting 1L.-4Ra, and methods of treating a subject, axamples of which are described below.

In one aspect, the present invention provides methoda comprising administering an ant-
IL-4Re antibody to a subject. In one embodiment, the subject Is affiicted with, or at risk for
devaloping, a condition (Including, e.g., an liiness, Infection, Injury, disease, or disorder) that Is
caused, Induced, mediated, potentiated, exacerbated, or otherwise affected, directly or Indirectly,
by the activity of IL-4Ra. Such condiions includa, for example, conditions caused, Induced,
mediated, potentiated, exacerbaled, or otherwise affected, directly or indirectly, by IL-4 and/or IL-
13. Other factors or cytokines also may play a role in such conditions.

The biological activitiea of IL-4 are medlated through binding to specific call surface
receptars, referred to as interisukin-4 receptors (IL-4R). iL-4-induced conditions Include thosa
arising from blological responses that result from the binding of IL-4 to a native IL-4 receptor on a
coll, or which may be Inhibited or suppressed by preventing IL-4 from binding to an IL-4 recepilor.
Conditiona that may be treated Include, but are not limited to, medical disorders charactertzed by
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abnormal exprassion of IL-4 or of one or more components of an IL4R or IL-13R (including, for
sxample, oversxpression, misexpression in e particular issus or cell type, or misexpression at a
particular developmental stage), or by an abnormal host response to IL-4 production. Further
sxamples are conditions in which IL-4-Induced antibody production, or proliferation or influx of a
particular cell type, plays a role. IL-4-Induced disorders include those in which IL-4 induces
upregulation of IL-4 receptors or enhanced production of anothear protein that plays a role In a
disease (e.g., another cytokine).

A method for treating a mammal, Including a human subject, who has such a madical
disorder comprises administaring an anti-IL-4R antibody, or derivative thereof, to the mammal or
atherwize contacting an IL-4R of the mammal with the antibady or derivative, 8.g., In an ex vivo
procedure. Conditions that may be treated In accordance with the present invention are
described, for example, In USSN 09/847,818, filed May 1, 2001, the relevant disclosure of which Is
incorporated by referance hereln. Such condltions include, but are nat limitad to, asthma,
seplic/reactive arthritis, darmatitis herpetiformis, urticaria (especlally chronic idiopathic urticaria),
uicers, gestric inflammation, mucosal lnﬂammalk'm. ulcerative colitis, Crohn's Disease,
inflammatory bowel disease, other disorders of the digestive systam in which IL-4 plays a role
{e.g., IL-4-Induced Iinflammation of part of the gastrointestinal tract), conditions In which IL-4-
induced barrier disruption plays a role (e.g., condiions characterized by decreased epithelial
bemler function in the lung or gastrointsstinal tract), scieroderma, hypertrophic scarring, Whipple's
Dissase, benign prostate hypermplasia, IL-4-nduced pulmonary condliions (including those listed
balow), allerglc reactions to medication, Kawasakl disease, sickie call disease or crisls, Churg-
Strauss syndrome, Grave's dissass, pre-eclampsia, Sjogren’s syndrome, autoimmune
lymphoprofiferative syndrome, autoimmuns hemolytic anemia, Barrett's esophagus, autolmmune
uveltls, tuberculosls, nephroals, pemphigus vulgaria or bullous pemphigold (autoimmune bilstering
dissasas), and myasthenia gravis (an autoimmune muscular disease).

Ant-IL-4R antibodles, and darivatives thereof, also find use as adjuvents to allergy
immunotherapy and as vaccine adjuvants. Accordingly, an ant-IL-4R antibody may be employad
2a an adjuvant to allergy Immunotherapy treatment. Anti-IL-4R antibody find further use as
vaccine adjuvants, such as adjuvents for cancer vaccines and infectious disease vaccines. The
use of IL-4 adjuvants, especially when directing the Inmune response toward a TH1 response
would be beneficlal in treating or preventing the dissase In question.

Septic/reactive arihdtle

An ant-lL-4R antibody may be employed in treating septic arthritls, which also Is known as
reactive arthritls or bacterfal arthritls. Septic arthritis can be triggered by (result from, or develop
subsequent to) Infection with such microbes as Staphylococcus aureus, Chiamydia trachomatis,
Yersinia e.g., Y. enterocalitica, Saimonelia, e.g., S. enteritidis, Shigeiia and Campyiobacter. S.
aureus has been reported to be the major human pathogen In septic arthritis, responaible for the
majority of cases.

iL-4 and IL-4-depandent Th2 responsas piay roles In promoting septic arthritis. Ant-IL-4R
antibody can be employed In accordance with the Invention to Inhibit IL-4 and also to suppress the
Th2 responss In patients having septic artritis or at riak for developing septic arthritis.

12
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IL-4 increases bacterial burden and bacterial persistence in joints, by Inhibiting clearance
of the bacterla, Anti-IL-4R antlbody may be employed to asalst in the clearance of bacteria
associated with reactive arthritis, thereby reducing dinical manifestations such as swelling In
joints. Ant-IL-4R antibody may be adminlstered to a humen subject affiicted with septic arthritis,
to reduce IL-4-mediated joint Inflammation. In one approach, an antagonist Is Injected into a joint,
8.g.. Into synovial fluid in tha knee.

The use of an antl-IL4R antibody may benefit subjacts having {(or at risk for) septic
arthritis by suppressing a TH2 reaponsa and promoting a TH1 respanse against the infection.
TH2 cytokines may contribute to bacterial persistencs In the Joint, whereas a TH1 response plays
a role In eliminating the bacteria.

The antibody may be adminlatered to subjects nfecied with bacterla or other microbes
such as those listed above, to prevent developmaent of septic arthritis. An Antibady may be
adminlstered, for example, after dlagnosis with such an Infection, but before development of
clinical symptoms of septic arthritls.

hipple’s DI

Tropheryma whippelll 1s the causative bacterium for Whipple's Disease, also known as
intastinal lipodystrophy and lipophagla granuiomatosis. The diseass ls characterized by
steatorrhea, frequently generalized lymphadencpathy, arthritis, fever, and cough. Also reportad in
Whippie's Disease patients are an abundance of "foamy” macrophages In the Jejunal lamina
propria, and iymph nodes contalning periodic acid-achiff positive pariicies appearing baclliiform by
elactron microscopy {(Steadman’s Msdica! Dictionary, 26™ Edition, Wililams & Wilkins, Baltimore,
MD, 1985).

The use of ant-IL4R antibody may benefit subjects having (or at risk for devaloping)
Whippls's Disease, by restoring a normal balance between the TH1 and TH2 components of the
patient's immune response. Increased production of IL-4 (@ TH2-type cytokine) and decreased
levels of certain TH1-type cytokines have been assoclated with Whipple's Dissase. TH2 cytokines
may confribute to bacterlal persistence, whereas a TH1 rasponse plays a role In clearing the
causative bactaria. IL-4R antagonists may be administered to subjects infected with T. whippei,
whether or not the subject exhlibits clinical symptoms of Whipple's Disease.

Dermatitis harpetiformis

Dermatitis harpetiformis, alao known as Duhring's dlseass, Is a chronic skin condition
characterized by blistering skin lesions, cutanecus IgA deposits, and lching. Patients have an
Immunobullous skin disorder with an assoclated gluten sensitive enteropathy, which Is mediatad
by a Th2 immune response. Ant-IL4R antibody Is administered in accordance with the pressnt
invention, to Inhibit IL-4 and the Th2 response, thus promoting healing of current leglons and
reducing or preventing the formation of biisters on the extsnsor body surfaces.

Hypertrophic scaring

In accordance with the present Invention, ant-IL4R antibody is administered to subjacts
who have, or are susceptible to developing, hyperirophic scaming. in one method provided hersin,
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an ant-IL-4R antibody is administered to a subject with a bum injury. An Immune response io
bums and other injury is belleved to play a rols In the pathogenaesis of hyperiraphic scarring.
Increased production of TH2-type cytokines, Including IL-4, and reduced levels cf certain TH1-type
cytokines have been reported in bum patients who have hypaertropic scarring. The use of anti-IL-
4R antibodlss may benefit subjects having (or at risk for developing) hypertrophic acarring, by
suppressing a TH2-type Immune response.

Unlcaria

Urticaria, especially chronic forms thereof such as chronic idiopathic urticaria (CIU), may
be treated with an ant-IL-4R antlbody In accordance with the presant Invention. CIU patients have
higher serum levels of IL-4 than controls, and may have a predominantly TH2-type cytokine
profiile. Mast cells and Th2-type T cells are Implicated as primary effector cells In chronle urticaria.
IL-4 stimulatas maat cell proliferation. Mast cell degranulation leads to histamine release,
subsequent erythema, eosinophilla, redness of skin, and lching. AnthIL-4R antibodles are -
administerad to inhibft IL-4 and reduce the TH2-type response, thereby helping to control a
sublect’s urticarla.

CETgUvVe COls: CNSr diSOruerE ol P M LI [ERERLIN | A1 RN eile]
IL-4 Is implicated In the pathogensals of ulcerative colltls, Th2-type cytokines including IL-
4 may predominate In the colonic mucosa of patlents with this disorder. The usa of ant-IL-4R
antibodiea to suppreas the TH2 response may alleviate this condition.

In addition to ulcarative colitls, cther disordars of tha gastrointestingl tract or digastive
gystem may be treated with ant-IL4R antibodies. Examples of such disorders include, but are
not limited to, inflammatory bowel disease (IBD), with ulcerative colliis and Crohn’s Disease being
forms of IBD, gastritis, uicers, and mucosal Inflammation.

Any gastrointestinal condition in which IL-4 plays a role may be treated with an ant-IL-4R
antibody in accordance with the present invention. For exampla, conditions involving IL-4-iInduced
Inflammation of part of the gastrointestinal tract may be treated with an ant-IL-4R antlbady.
Particular ambodimants are directed {o treatment of chronlc inflammatory conditions in the
gastrolntestinal tract.

Other embodiments are directed to conditions In which IL-4-induced barmier disruption
plays a role, e.g., conditions characterized by decreased epithelial barrier function in at least a
partion of the gastrulnteetinal tract. Such conditions meay, for example, involve damaga to the
epithelium that is Induced by IL-4, directly or Indirectly.

Tha intestine! epithellum forms e relatively Inpermeable barrier between the lumen and
the submucosa. Disruption of the epithelial barrier has been assoclatad with conditions such as
Inflammatory bowal disease. See the discussion in Youakim, A. and M. Ahdieh (Am. J. Physiol.
276 (Gastrointest. Liver Physiol. 38):G1279-G1288, 1989), hereby Incorporated by refarence In its
antirety. A damaged or “leaky” barrler can allow antigens to cross the barrler, which In tum elicis
an immune responsa that may cause further damage to gastrointestinal issus. Such an Immune
reaponse may include recruitment of neutrophils or T cells, for axample. An ant-IL-4R antibody
may be administered to inhibit undssirable stimutation of an Immune response.
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Lung disorders

Methods for treating IL-4-induced pulmonary disorders are provided hersin. Such
disorders include, but ara not limited to, lung fibrosls, Including chronic fibrotic lung disease, other
conditions charactarized by |L-4-Induced fibroblast proliferation or collagen accumulation in the
lungs, puimonary conditions in which a TH2-type Immune response plays a role, conditions
characterized by decreasad barrer function in the lung {#.g., resulting from iL-4-Inducad damage
to the epithellum), or conditions in which IL-4 plays a role In an inflammatory response (e.g.,
asthma).

Cysfic fibroals Is characterized by the overproduction of mucus and development of
chronic infections. Inhibiting IL-4 and the Th2 response will reduce mucus production and help
control Infections such as allerglc bronchopulmonary aspergiliosls (ABPA).

Allergic brenchopulmonary mycosls occurs primarily in patients with cystic fibrosis or
asthma, where a Th2 immune reaponse |s dominant. inhiblting IL-4 and the Th2 response will
help clear and control these infections.

Chronic obstructive puimonary disease Is assoclated with mucus hypersecrection and
flbrosis, Inhibiting (L4 and the Th2 response will reduce the production of mucus and the
development of fibrous thereby improving respiratory function and delaying diseass progression.

Blsomycin-induced pneumopathy and fibrosis, and radlation-induced pulmonary fibrosis
are disorders characterized by flbrosls of the lung which ls manifested by the influx of Th2, CD4*
cells and macrophages, which produce IL-4 which in tum mediates the development of fibrosls.
Inhibiting IL-4 and the Th2 response will reduce or prevent the development of these disorders.

Pulmonary alveolar proteinosis Is characterized by the disruption of surfactant clearmance.
IL-4 Increases surfactant product. Usa of anti-IL.-4R antibody will dacrease surfactant production
and decrease the need for whole lung lavege.

Adult resplmatory distress syndrome (ARDS) may be atiributable to a number of factors,
one of which Is exposure to toxic chamicals. One patient population suscaptible to ARDS is
critically lll patients who go on ventilators. ARDS Is a frequent complication In such patients. Ant-
iL4R antlbody treatment may alleviate ARDS by reducing Inflammation and adhesion molecules,
although methods for treating such subjects In accordance with the present Invention are not
{imltad by a particular mechanism of action. Anti-IL-4R antibody may be used to prevent or treat
ARDS.

Sarcoldosis Is characterized by granulomatue leslons. Use of anti-IL-4R antibody to treat
sarcoldosis, particularly pulmonary sarcoldosis, Is contemplated herein.

Conditions in which IL-4-induced bamier disruption plays a role (e.g., conditions
characterized by decreasad epithellal barriar functfon in the lung) may be treatad with anti-IL-4R
antibody. Damage to the epitheilal barrier in the lungs may be Induced by IL-4 directty or indirectty.
The eplthellum in the lung functions as a selective barrier that prevents contents of the lung lumen
from entering the submucosa. A damaged or "leaky” barrier aliows antigens to croas the barler,
which in tum elicits an Immune responee that may cause further damage to lung issue. Such an
immune response may include recrultment of ecsinophils or mast cells, for axample. An ant-IL-
4R antibody may be administered to Inhibit such undesirable stimulation of an Immune response.
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Anti-IL-4R antibodles may be employed to promate healing of lung epithelium, thus
restoring barrier function. Ant-IL-4R antibody may be employed to promote healing of lung
epithellum in asthmatics, for example. Alternatively, the antagonist |s administered for
prophylactic purposes, to prevent IL-4-induced damage to lung epithellum.

Tubercuiogle

A TH2-typs Immune responas is implicatad in piaying a role in causing tissue damage
(e.g., nacrosis of lung tissuse) in tubarculosls (TB) patients. Elevated levels of IL-4 are assoclated
with TB. IL-4 production may be particularly elevated In cavitary tuberculosls (/.e., In TB patients
who hava developed puimonary cavitias, which can be detected/visualized by such techniques as
radlographs of the chest).

Ant-L-4R antibodles may beneflt TB patients (especially thoas with cavitary TB) by
suppressing a TH2-type Immune response. Methoda for treating such subjects in accordance with
the present invention are not limitad by a particular mechanism of action, however. Ant-IL-4R
antibody advantageously are adminiatered in an amount that restorea.the desired balance
between the TH1 and TH2 components of the immune response, and reduces IL-4-Induced tiasue
damage In a patient.

Churg-Strauss gyndrome

Churg-Strauss syndrome, a diseasa elso known as allargic granulomatous anglitis, I
cheractarizad by Inflammation of the blood vessals In persons with a history of asthma or allergy,
and by ecsinophitia. Anti-IL-4R antlbodies may be adminlstered to alteviate Inflammation In
subjects with this syndrome. The use of ant-HL-4R antibodies to suppress a TH2-typa Immune
response, and to combat eosinophilta, would bensfit the subjects.

Pre-eclampaia

Pre-eclampsia Is a toxemia of late pregnancy. The condition Is characterized by a sharp
rise in blood pressure, generally accompanied by edema and albuminuria, during the third term of
pregnancy.

Elevated TH1-typs and TH2-typs Immune responses may play a role In the condition.
One method provided herein comprises administering an anti-IL4R antibody to a pregnant woman
who has developed pre-eciampela. The ant-IL4R antibody Is administered In an amount, and for
a period of time, sufficient to reduce the level of IL-4 (or of TH2-type cytokines collectively) to a
level that Is considered normal during pregnancy. In general, the ant-IL-4R antibody Is
administered repeatedly throughout the duration of the pregnancy.

Sclergderma

Ant-L4R antibodies are administered to subjects with scleroderma In accordancs with
the Invention. The antibodies reduce IL-4-Induced collagen synthesis by fibrobiasts In the patients.
The antibodies may be employed in preventing or reducing fibrosis In skin and lung tissues, as
wall as other tiesues in which flbrosls occurs In acleroderma patiants, suppressing collagen
synthesis In such issues, and In treating scleroderma-related pulmonary diseass.
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Banign Prostate Hyvperpigsia

Benign prostate hyperplasia (BPH), also known as benign prostate hyperirophy, may be
treated with anti-IL-4R antibodies. While not wishing to ba bound by a particular mechanlam of
action, administration of an ant-IL-4R antibody may benefit a subject with BPH by suppresaing IL-
4-Induced Inflammaetion, or by suppressing a TH2-typs Immune response.

Grave's Disease

Antibodies directad sgainst thyrotropin recaptor play an important role In Grave's Diseass,
a disorder characterized by hyperthyroldism. Studlas of cytokine production in Grave's Disease
patients show a shift toward 8 TH2-type cytokine response. Use of an anti-IL-4R antibody to
suppress the TH2-type Immune responss, and suppress antibody production, would benefit
Grave's Disease patients.

Sickle Cel| Disgegse

Sickie cell disease patients typically experience intermittent periods of acute exacerbation
called crises, with the crises being categorized as anemic or vaso-occlusive. Ant-IL-4R antibodies
find use In treating or preventing sickle call crisls, sapecially In sublects with slevated IL-4 levels or
in whom the immune response has shifted toward a TH2-type reaponse. Sickie coll dlsease
(espedcially sickie cell crisls) has been assoclated with Increased susceptiblitty to Infectious
diseases, Inciuding bacterial Infections. Administering ant-IL-4R antibodles to sickie cell disease
patients may help the patlant maunt an immune response against infectious diseases.

's drome
The autolmmune diseass known as Sjogren’s syndrome or slcca syndrome typically
combines dry eyes and dry mouth with a disorder of the connective tisaues, such as rheumatoid

- arthritis, lupus, scleroderma, or polymyusitis. The vaat majority of patients are middie age (or

older) females. Sjogren’s syndrome Is an inflammatory diseasa of glands (e.g., lacrimal and
salivary piands) and other tissues of the body. The syndrome typically Is associated with
autoantibady production.

Ant-HIL-4R entlbodles may be administered to reduce the Inflammatory response (such as
inflammation of glands, Including lacrimal glands) in such subjects. Ant-IL-4R antibodles may
benefit Sjogren's syndrome patients by suppreasing a TH2-type Immune responss. Methods for
treating subjects in accordanca with the presant invention are nat limited by a particular
machanism of action, however.

Autoimmune Wymphoproliferative syndrome

Mantfestations of autoimmune lymphoproliferstive syndroms include lymphoproliferation
and autoantibody production. Patlents with the syndrome reportadly have an inherited deficlency
In apoptosis. Anti-IL-4R antibodias may benefit subjects with this syndrome by suppressing a
TH2-type immune response. Methoda for treating such subjects in accordance with the present
Invention are not limited by a particular mechanism of action, however.
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Autoimmyna hemolviic anemia
Excessive IL-4 secretion, and a daficlancy In TH1-type cytokinas, are implicated In

contributing to the pathogenesis of autoimmune hemolytic anemla. Anti-IL-4R antibodles are
adminiatered In accordance with the present invention, to benafit the patients by reducing
autoantibody production, and by restoring 2 more normal balance between the TH1 and TH2
componenis of the immune response.

Autoimmune uveitig

Uveltis Involves Inflammation of the uvea (generally considered to Include the Irls, clllary
body, and chorold, considered together). Excess IL-4 sacration s Implicated as playing a role In
pathogeneals of this sight-threataning Inflammatory eye diseass. In accordance with the present
Invention, anti-IL-4R antlbodies are administered to a subject with, or at risk for developing, uveltis.
In ona embodimaent, anti-IL-4R antbodies are administered to an individual who has autoimmune
uveoretinits.

Kawasak| Diseage

Also known as the mucocutaneous lymph node syndrome, Kawasaki disease (KD) mainly
affiicts young children. The disease Is characterized by particular changas in the mucus
membranes lining the lips and mouth, and by enltarged, tender lymph glands. Symptoms typlcally
include fever, conjunciivitls, Inflammation of the lips and mucous membranes of the mouth,
swollen glands In the neck, and a rash covering the hands and feet, leading to hardened, swalisn
and pesling skin on hands and feet. In chiidren with Kawasakl Disease (KD), Inflammation of
artarias (vascuilis) may develop. Due o the effect of the diseasa on the vaecular systam, KD
reportedly is the maln cause of acquired heart disease in children.

Anti-IL-4R antlbodias may be administerad to sublects with Kawasak! Dissase. Excessive

IL-4 secretion and a deficiency In TH1-type cytokines contribute to the pathogenesis of the
disaass.

Baprolt's psophagus

Barrett's esophagus Is a condltion characterized by alteration (subsequent to rritation) of
the cells in the epithellal tissue that lines the lower portion of the esophegus. Frequent reflux of
the stomach contents Into the esophagus, over time, can lead to Bamelt esophagus. Patients with
Barrett esophagus are at risk for developing esophageal cancer {e.g., adenocarcinoma). While
not wishing to be bound by a particular mechanism of action, administration of an ant-IL-4R
antibody may benefit a subjact with Barreit's esophagus by suppressing a TH2-type iImmune
responge. In one embodiment, an ant-IL-4R antibody is administered to a subject with
esophagitis, to Inhibit progression to Barreit's asophagus.

Nephrosls

Nephrosis, also known as nephrotic syndrome, ia a kidney disease that is non-
inflammatory and non-malignant. In the condition known as minimal change nephrosis,
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glomerular damage (bellevad to arise from structural changes In glomerular visceral eplthellal
cells) results In abnormalities that Include protelnuria. A TH2-type immune response (especlally
secretion of the TH2-type cytokinas IL-4 and IL-13) are Implicated as playing a role In
pathogenesls of minimal change nephrosis.

ind 8

Additional axamples of conditions that may be treated In accordance with the present
invantion include but ars not limited to the following. Anti-IL-4R antibodies may be employed In
treating or preventing hyper igE syndroma, idiopathic hypereosinophil syndrome, allergic reactions
to medication, autolmmune blletering diseases (s.g., pemphigus vuigaris or bullous pemphigoid),
myasthenta gravis {(an autoimmune muscular diseass), and chronic fatigue syndrome. Ant-IL-4R
antibodies may be erhployed In treating GVHD; particular methoda for treating GVHD In
combination with other therapeutic agents are dascribad below. Ant-IL-4R antibodias also find
use In treating or preventing hepatotoxicity Induced by drugs such as diclofenac (a non-steroidal
ant-inflammatory drug).

An ant-IL-4R antibody may be employed as an adjuvant to ellergy Immunotherapy
treatmant. Anti-IL-4R antibodies find further use as vaccine adjuvants, such as adjuvants for
cancar vaccines and infectious disease vaccines. The use of anti-IL-4R antibodies Is especially
advantageous when favoring a TH1-type Immune response would be beneficial in preventing or
treating the condltion for which the vaccine Is belng administered. Anti-IL-4R antibodles may be
employed when reducing an antlbody-mediated iImmune responee and/or promoting a T-cell-
maediated iImmune responsa is dealred.

Anti-IL-4R gntibodles

In one aspect, the presant Invention provides antibodles, and fragments, derivatives,
mutains, and veriants thereof, which bind to IL-4 receptor aiphs, e.g., human IL-4 receptor alpha.

AntiHIL-4R antibodles that may be employed In accordance with the present Invantion
include antibodies that inhibit a biological activity of IL-4. Examples of such blological activities
include assoclating with another receptor component (e.g., IL-2R gamma or IL-13R alpha), binding
(elther alone or as pert of a mulimeric receptor compiex) a signaling moleculs {e.g., IL-4 or IL-13),
and transducing a sfgnal In response to binding a aignaling molecule.

Different anti-IL-4R antibodies may bind to different domains or epltopes of IL-4R or act by
different mechanisms of action. Examples Include but are not limited to antibodlas that intarfare
with binding of IL-4 to IL-4R or that Inhiblt signal transduction. The site of action may be, for
example, intracellular (e.g., by Interfaring with an Intracellular signaling cascade) or extracellular.
An antibody need nat completely inhiblt an IL-4 induced activity to find use In the present invention:
rather, antibodles that reduce a particular activity of IL-4 are contempiated for use as well.

The above-presented discusslons of particular mechanlems of actfon for ant-IL4R
antibodies In treating particular dlseases are lllustrative only, and the methods presented herein

are not bound thereby. The mechanisms of action by which anti-IL-4R antibodies amaliorate
diseases ara not limited to thoss discussed above.

19




10

15

40

3492-WO \2 ?

An ant-IL-4R antlbody may inhiblt an IL-4-mediated influx of cells invoived in an Immune
or inflammatory response. An antibody may act by, for example, reducing proliferation, activatlon,
migration, Influx, or accumulation of a particular cell type, or by Inhibiting a blological response
directly or indirectly attributable to a particular call typs. Examples of particular call types are
fibroblasts, mast calls, and ecsinophils.

Aa dlscussed abave, some condiions may be treated by suppressing a TH2-type immune
response, IL-4R Is associated with a TH2 responsa, and is ons of the cytokinea secreted by T-
helper cells of type 2 (TH2 cells). An ant-IL-4R antibody may be administered to reducs @ TH2-
type immune response. The IL-4R antibody may be said o reduce proliferation of TH2 cells, to
suppress a TH2 responsa, to shift the Immune response toward a TH1 responsas, or to favor a
TH1-type response. Antagonists of other TH2-type cytokine(s), such as IL-5, IL-10, or IL-13, may
be additionally administerad to subjects who have a disorder Involving elevated levels of such
cytokines. Techniques for measuring the amount of such cytokines In a subject, e.g., in the
subject’a sarum, are well known.

One embodiment of the Invention Is directad to a method for Inhibiting IL-4-nduced
damage to epithellum, comprising adminletering an anti-IL-4R antibody to a subject who has, or la
at risk of developing, a condition in which iL-4-medlated epithellal barrier disruption plays a role.

Particular embodiments of methode provided harein comprise administering an ant-IL4R
antibody to Inhibit IL-4-induced damage to epithellum In the gastrointestinal tract or lung. Such
methods may be employad to prevant epithellal damage, or to restora epithellal barrier function
{i.e., promote repair or healing of the epithelium). The ablllty of an ant-IL-4R antibody to Inhibit IL-
4-induced damage to epithellum may be confirmed in any of a number of suitable assays, such as
those describad herein.

Any inflammation assoclated with (or subsequent to} an Infection also may be treated with
an antHL-4R antibody. The antibady mey be administered to Inhiblt any IL-4-Induced companent
of an inflammatory response resulting from microblal infection in the gastrointestinal tract, for
example.

Combinations of two or more antibodies or antibody derivatives, or of an antibody or
antibody derivative and one or more other IL-4, IL-13, IL-4R end/or IL-13R antagonists (as
deacribed, for exampie, in US Patents 5,590,905, 5,840,800, 5,858,208, 5,767,085, 5,717,072,
6,391,581, 5,710,023, Idzerda et al., 1990, J. Exp. Med. 171:861-73, and Mosley ef a/., 1888, Cell
58:33548, Incorporated hersin by reference In their entireties) may be employed In methods and
composltions of the present invention.

Oligonucleotide-directed site-specific mutagenssla procedures can be employed to
provide an altered gene having particular codons altered according to the substitution, deletion, or
Insertion required. Examples of techniques for making such alterations are described In Walder ef
al., 1886,Gene 42:133; Bauer et 8/.1985, Gene 37:73; Cralk, BloTechniques, January 1085, 12-
18; Smith ef al., 1981, Genetic Engineering: Principiea and Methods, Plenum Press; and U.S.
Patent Nos. 4,518,584 and 4,737,462. These and other methads can be used o make, for
example, derivatives of ant-IL-4R anttbodles that have, for example, increased affinity, avidity, or
specificity for IL-4R as comparad to the underivetized antibody.
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Other derivatives of anti-IL-4R antibodles within the scope of this Invention include
covalent or aggregative conjugates of ant-IL-4R antibodies, or fragments thereaf, with ather
proteins or polypeptides, such as by exprassion of recombinant fusion proteins comprising
hetarologous polypeptides fusad to the N-tarminus or C-terminus of an anti-IL-4R antibody
pelypeptide. For example, the conjugated peptide may be a hetsrologous signal {or leader)
polypeptide, e.g., the yeast alpha-factor leader, or a peptide such as an eplitope tag. Antl-IL-4R
antibody-contalning fusion proteins can comprise paptides added to facliitate purification or
identification of tha anti-IL-4R antibody{e.g., poly-Hia). An anti-IL-4R antibody polypeptide also
can be linked to the FLAG peplide Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys (DYKDDDDK) (SEQ ID
NO:60) as described In Hopp ef al., Blo/Technology 6:1204, 1988, and U.S. Patent 5,011,812,
The FLAG peptide is highly aniigenic and provides an epitope reversibly bound by a specific
monoclonal antibody (mAD), enabling rapid assay and faclle purification of sxpressed recombinant
protain. Reegents usaful for praparing fusion protelns In which the FLAG peptide Is fused to a
given polypeptide are commarcially avallable (Sigma, St. Louls, MO).

Oligomers that contaln one or more anti-IL-4R antibody polypeptides may be employed as
IL4R antagonists. Oligomers may be In the form of covalently-linked or non-covalentiy-linked
dimers, trimers, or higher oligomers. Oligomers comprising two or more ant:-IL-4R antibody
polypepiides are contemplated for use, with one example being a homodimer. Other cligomers
Include hatsrodimars, hetarotrimers, efc.

One embodiment Is directed to oligomers comprising multiple anti-IL-<4R antibody
polypeaptides jolned via covalent or non-covalent interactions between peptide moieties fusad to
ths ant-IL4R antibody polypeptides. Such peplides may be peplide linkers (spacers), or peptides
that have tha property of promoting oligomerization. Leucine zippers and certain polypeptides
derived from antibodiea ars among the peptides that can promote oligomertzation of IL4R
polypeptides attached thereto, as described in more detall below.

In particular smbodiments, the oligomers comprise from two to four ant-IL-4R antibody
polypeptides. The anti-IL4R antibody moleties of the oligomer may be In any of the forms
deacribed above, ¢.g., variants or fragments. Preferably, the oligomers comprise ant-IL4R
antibody polypeptides that have IL-4R binding activity.

In ona embodiment, an oligomer is prepared using polypeptides derived from
immunogiobulins. Preparation of fusion proteins comprising certain heterologous polypeptides
fused to various portions of antlbady-derived polypeptides {Including the F¢ domain) has bean
described, .g., by Ashkanazi et &/., 1991, PNAS USA 88:10535; By et a/., 1880, Nature
344:6877; and Hollenbaugh et al., 1992 "Construction of Immunogiobulin Fusion Proteins®, In
Current Profocols in Immunology, Suppl. 4, peges 10.16.1 - 10.19.11.

One embodiment of the present invention s directed to a dimer comprising two fusion
proteins created by fusing an iL-4R binding fragment of an enti-IL-4R antibody to the Fc region of
an antibody. The dimer can be made by, for axample, Inserting a gene fusion encoding the fusion
protein into an appropriate expression vector, expressing the gene fuslon In host calls transformed
with the recombinant expression vector, and allowing the expressad fusion protein o assemble

much like antibody molecules, whereupan Interchain disulfide bonds form between the Fc moleties
to ylekd the dimer.

21



10

15

25

3492- WO 5 l'

The tarm "F¢ polypeptide” as used hereln Includes native and mutein forma of
polypeptides derived from the Fc reglan of an antibody. Truncated forms of auch polypaptides
contalning the hinge reglon that promotas dimerization are alsa included. Fusion proteins
comprising Fc moletles (and oligomers formed therefrom) offer the advantage of facila purification
by affinity chromatography over Protein A or Proteln G columns.

One sultable Fe palypeptide, described in PCT application WO 83/10151 (hereby
incorporated by reference), Is a single chaln polypsptide axtanding from the N-terminal hinge
region to the native C-terminus of the Fe reglon of a human IgG1 antibody. Another uaeful Fe
polypeptide la the Fc mutein described In U.S. Patent 5,457,035 and In Baum et al., 1604, EMBO
J. 13:3982-4001. The amino acld sequence of this mutein is [dentical to that of the native Fc
sequence pressniad in WO 83/10151, except that amino acid 19 has been changed from Leu to
Ala, amino acid 20 has been changed from Leu to Glu, and amino acld 22 has bean changed from
Gly to Ala. The mutain exhibits reduced affinity for Fc receptors.

In other ambodiments, the variable portion of the heavy and/or light chalns of an anti-IL-
4R antibody may be substitutad for the variable portion of an antibody heavy and/or light chaln.

Alternatively, the oligomer Is a fuslon protein comprising multiple ant-IL-4R antibody
polypeptides, with or withgut peptiie linkera (spacer peptides). Among the sultable peptids linkers
are those described in U.S. Patents 4,751,180 and 4,935,233.

Another method for preparing cligomeric ant-IL-4R antibody derivatives involves use of a
leucine zipper. Leucine zippar domains are peptides that promots oligomerization of the proteins
in which they are found. Leuclne zippers were originally identified In several DNA-binding protsins
(Landschutz at a/., 1988, Sclence 240:1759), and have since been found In a varlety of different
protsins. Among the known leucine zippers are naturally occurring peptides and derivatives
thereof thet dimerize or iimerize. Examples of leucine Zipper domains suitable for producing
soluble cligomeric proteins are described In PCT appfication WO 84/10308, and the lsucine zZipper
derived from lung surfactant protsin D {(SPD) described in Hoppe et 4/, 1664, FEBS Latters
344:181, hareby incorporated by reference. The use of a modified isucine zipper that aliows for
stable trimerization of a heterologous protein fused thereto Is described In Fanslow et ai., 1884,
Semin. Immunol. 8:267-78. In one approach, recombinant fusion proteins comprising an ant-IL-
4R antibody fragment or derivative fused to a leucine zipper peptide are exprassad in sultable host
cells, and the soluble oligomeric ant-iL-4R antibody fragments or derivatives that form are
recovered from the culture supematant.

Anti-|IL-4R antibody polypeptides and fusion proteins described hersin may be prepared by
any of a number of conventional techniques. For example, ant-IL-4R antibody polypeptides may
be purified from cells that naturally express them, or they may be produced In recombinant
axpression systems, using any tachnique known In the art.

Any expression systam known In the art can ba used to make the recombinant
polypaptidas of the invention. In general, host cells are transformed with a recombinant
exprassion vector that comprises DNA encoding a desired ant-IL4R antibody polypeptide.
Among the host celis that may be employed are prokaryotss, yeest or higher sukaryotic calls.
Prokaryotss Include gram negative or gram positive organisms, for example E. coll or baclii.
Higher eukaryotic cells Includa insect cells and established cell lines of mammallan origin.
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Examples of sultable mammallan host cell lines Include the COS-7 line of monkey kidney cells
(ATCC CRIL 1851) (Gluzman af al., 1981, Cell 23:175), L cells, 203 cells, C127 cells, 3T3 cells
(ATCC CCL 183), Chinese hamster ovary (CHO) cells, Hela cells, BHK (ATCC CRL 10) call lines,
and the CVI/EBNA cell line derived from the African green monkey kidney cell line CVI (ATCC
CCL 70) as described by McMahan ef g/., 1881, EMBO J. 10: 2821. Appropriats cloning and
expression vectors for use with bacterlal, fungal, yeast, and memmalign cellular hosts are
described by Pouwels ef 8l. (Cloning Vectors: A Laboratory Manuasl, E'sevier, New York, 1985).

The tranaformad cells are cuiltured under condltlons that promote expression of the anti-
IL-4R antibody polypeptide, and the polypeptide is recovered by conventional protein purification
procedures. One such purification procedure includes the use of affinity chromatography, e.g.,
over a matrix having all or a portion (6.g., the extracsliular domain) of IL-4R bound thereto.
Polypeptides contaemplated for ues herain Include substantially homogeneous recombinant
mammallan anti-IL-4R antibody polypeptides substantially free of contaminating endogenous
materials.

In one aspect, the present Invention provides antibodles that Interfere with the binding of
IL-4 to an IL~4 receptor. Such antibodies, referrad to herain as blocking antibodiss, may be ralsed
against IL-4R, or a fragment, variant or derivative thereof, and screened in conventional assays for
the abllity to Interfera with binding of IL-4 to IL-4 receptors. Examplea of sultable aseays are
assays that test the antibodies for the ability to inhibit binding of IL-4 {0 cells axpressing IL-4R, or
that test antibodles for the abllity to reduce a blological or cellular responae that resulta from the
binding of IL-4 to cell surface IL-4 receptors.

it has been raported that IL-4R alpha ls a component of cartain mutt-subunit iL-13
receptor complexas (Zurawskl f /., 1885, J. Blol. Chem. 270: 13868; de Vries, 1888, J. Allergy
Clin. iImmunol. 102:185; and Callard et &/., 1998, Immunology Today, 17:108, each incorporated
by referance herein). Accordingly, In one ambodiment, an antibody Is provided that blocks
binding of .4 and also of IL-13 to cells. The antibodies nhibit I.-4-induced biological activity and
aiso Inhiblt IL-13-induced activity, and thus may be smployed In treating conditions induced by
efther or both cytokines. Exampies of such conditions include but are not imited to IgE-mediated
conditions, asthma, allergic condliions, allergic rhinitis, and dermatitis Including atopic dermatitis.

Antibodies that bind to IL-4R aipha may be screened In various conventional assays to
determine whether they Interfers with the binding of IL-13 to IL-4R aipha-contalning IL-13 receptor
complexas. Antibodies mey be screened, for exampls, In binding assays or testad for the abllity to
inhibit an IL- IL-13-Inducad biologlical activity. An example of a sultable assay s lllustrated In
Example 2 below.

Antihodies specific for iL-4R alpha may be prepared using any technique known in the art.
Sse, for example, Monoclona! Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses,
Kennet et a/. (eds.), Planum Press, New York (1880); and Antibodles: A Laboratary Manual,
Harlow and Land {eds.), Cold Spring Harbor Laborstory Press, Cold Spring Harbor, NY, {1088).

Antigen-binding fragmenta of antibodles of the invention mey be produced by conventional
techniques. Examples of such fragments Include, but are not limitad to, Fab and F(ab"),

fragments. Antibody fragments snd derivatives produced by genetic engineering techniques are
also contemplated. Unless otherwise specified, the terms "antibody” and "monocional antibody”
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as used hereln encompasa both whole antibodies and anfigen-binding fragments and/or
derivatives thereof.

Additional embadiments Include chimeric antlbodies, a.g., humanizad versians of murine
monocional antibodies. Such humanized antibodies may be prepared by known techniques, and
offer the advantage of reduced immunogenicity when the antibodies are adminlstered to humans.
in one embodiment, a humantzed monocional antibody comprises the variable domaln of a murine
antibody (or all or part of the antigen binding alte thareof) and a constant domain derivad from a
human antibody. Alternatively, a humanized antibody fragment may compriee the antigen binding
shte of & murine monocional antibody and a variable domain fragment (lacking the antigen-binding
site) derived from & human antibody. Procedures for the production of chimeric and further
engineered monocional antibodies include those deacribad In Rlechmann st al., 1588, Nature
332:323, Liu et al., 1887, Proc. Nat. Acad. Scl. USA 84:3439, Larrick ef al., 1988, Blo/Technclogy
7:934, and Winter f al., 1883, TIPS 14:136. In one smbodiment, the chimeric antibody Is a CDR
grafted antibody.

Procedures have been developed for ganerating human or parttally human antibodles In
non-human animaels. For example, mice in which one or mare andoganous Immunogiobulin genea
have been Inactivatad by various means have been prepared. Human Immunoglobulin genes
have baen Infroduced Into the mica to replace the Inactivated mousa genes. Antibodies produced
In the animal Incorporate human Immunoglobulin polypeptide chaina encoded by the human
genaetic material introduced Into the animal. In one embodiment, a8 non-human animal, such as a
transgenic mouse, is Immunized with an IL-4R polypeptide, such that antibodies directed againat
the IL-4R polypeptida are generated In said animal. One example of a suitable Inmunogen s a
soluble human IL-4R, such as a polypeptide comprising the extracellular domain of the protsin of
SEQ ID NO:2, or other Immunogenic fragment of the proteln of SEQ 1D NO:2.

Exemples of techniques for production and use of transgenic animals for the production of
human or partially human antibodies are described in U.S. Patents 5,814,318, 5,560,825, and
5,545,808, which are incorporated by reference heraln.

in another aspect, the present invention provides monocional antibodles that bind to IL-4
receptor. Monocional antibodies may be produced using any technique known In the art, e.g., by
Immortalizing spleen cells harvestad from the tranegenic animal after completion of the
immunization schedule. The spiesn celis can be Immartalized using any technique known In the
art, a.g., by fuaing them with myeloma calls to produce hybridomas. Mysloma cells for use In
hybridoma-producing fusion procedures preferably are non-antibody-producing, have high fuslon
efficlency, and enzyme deficlencles that rander them Incapable of growing In certain selective
medla which suppart the growth of only the desired fused cells (hybridomas). Examples of
sultable cell lines for uee In mouse fuslons Include Sp-20, P3-XB3/Ag8, P3-X83-Ag8.853,
NS1/1.Ag 4 1. Sp210-Ag14, FO, NSO/U, MPC-11, MPC1 1-X45-GTQ 1.7 and S184/5XX0 Byl;
examples of csll iines used in rat fusions Include R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IRB83F and 4B210.
Other call lines useful for cell fusions are U-268, GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy2 and UC729-6.

In one embodiment, a hybridoma cell line I8 produced by Immunizing an animal (0.0, a
transgenic animal having human Immunoglobulin saquances) with an IL-4R Immunogen;
harvesting splesn cells from the immuntzed animal; fusing the harvested spleencellato a
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myeloma cell line, thereby generating hybridoma cells; estabilshing hybridoma call linea from the
hybridoma cails, and Identifying a hybridoma cell line that produces an antibody that binde an IL-
4R polypeptide. Such hybridoma call lines, and ant-IL-4R monocicnal antibodles produced
therefrom, are encompassad by the pregent Invention.

Monocional antibodies secreted by a hybridoma call line can be purifiad using any
technique known in the art. Hybridomas or mAbs may be further screened to identify mAbs with
particular properties, such as the ability to block an IL4- and/or an IL-13-nduced activity.
Example of such screens are provided in Examples 2, 3, and 4.

Further examples of procaduras for preparing antibodles directed against human L4
(Including monoclonal antibodiss), assays by which blocking antibodles are Identified, and
techniques for generating humanized or genetically engineared derivatives of and-iL-4 antibodies,
are dascribed in U.S. Patents 5,041,381, 5,863,537, 5,928,004, and 5,878,040, which are hereby
Incorporatad by reference. Further axamples of antibodles that may be employed ag iL-4
antagonists are described In WO 81/08059, also incorporated by reference harein.

In another aspect, the present invantion provides human antibodlea that bind IL-4R. in
one embadiment of the invention, human antibodies reised egainst IL-4R alpha and producad by
techniques Involving use of transgenic mice, block binding of iL-4 and also IL-13 to cells. Such
antibodies are IL-4 antagonlets and additionally function as IL-13 antagonlsts.

Antibodies of the Invantion can comprisa any constant region known in the art. The light
chain constant region can be, for example, a kappa- or iambda-type light chain constant reglan,
e.g., a human kappa- or lambda-type light chain constant reglon. The heavy chain constant meglon
can be, for example, an alpha-, delts-, epsilon-, gamma-, or mu-type haavy chaln constant
reglons, @.5., @ human alpha-, delta-, epslion-, gamma-, or mu-type heavy chaln constant reglon.
In one embodiment, the light or heavy chain constant reglon is a fragment, derivative, variant, or
mutain of a naturally accurring constant reglon.

Antibodies directed agalnst an IL-4R can be usad, for example, in assays io detect the
pressnca of IL-4R polypeptides, elther /n vitro or in vivo. The antibodles also may ba smployed In
purifying IL-4R protsins by immunoaffinity chromatography. Those antibodles that additionally can
bilock binding of IL-4 to IL-4R may be used to inhiblt a biological activity that results from such
binding. Blocking antibodles find use In tha methods of the present invention. Such antibodias
which function as IL-4 antagonists may be empioyed in treating any IL-4-induced condition,
Including but not limited to asthma and allargles, 6.g., allerglc rhinltis, contact dermatitis, and
atopic dermatitie. In one embodiment, a human ant-IL-4R monocional antibody generatad by
procadures Involving Immunization of transgenic mice is employed in treating such conditions.

Antibodies may be employed In an in vitro procedure, or administered in vivo ta Inhibit an
IL-4-induced blological activity. Disorders caused or exacerbated (directly or Indirectly) by the
interaction of IL-4 with cell surface |L-4 receptors, examples of which are provided above, thus
may be treated. In one embodiment, the present invantion provides a therapautic method
comprising /n vivo administration of an IL-4 and/or IL-13 blocking antibody 10 a mammal In need
therecf in an amount effective for reducing an IL.4- and/or IL-13-nduced biclogical activity.

Antibodles of the Invention include, but are not limited to, partally human and fully human
monocional antibodiea that inhibit a blological activity of IL-4 and also Inhibit a biological activity of
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IL-13. One embodiment Is directad to @ human monocional antibody that at least partially blocks
binding of IL-4 to a cell, and at least partially blocks binding of IL-13 to0 a cell. In one embodiment,
the antibodies are generated by immunizing a transgenic mouse with an IL-4 receptor
immunogen. In ancther embodiment, the Immunogen is @ human IL-4 receptor polypeptide.
Hybridoma cell lines derived from the thus<mmunized mice, wharein tha hybridoma secretes a
monoclonal antibody that binds IL-4R, also are provided hareln.

Although human, pariially human, or humantzed antibodies will be suftable for many
applications, particularly those Involving adminiatration of the antibody to a human subject, other
types of antibodles will be sultable for other applications. The non-human antibodies of the
invention can be, for example, derived from any antibody-producing animal, such as mouse, rat,
rabbit, goat, donkey, or non-human primats (such as monkey (8.g., cynomologous or rhesus
monkaey) or epe {e.g., chimpanzee)). Non-human antibodies of the invention can be used, for
aexample, in /n vitro and ceil-culture basad appilcations, or any cther application where an Inmune
response to the antibody of the Invention does not occur or Is insignificant, can be prevented, is
not a concem, or |s desired. In one embadiment, a non-human antibody of the Invention Ia
administered to a non-human subject. In ancther embodiment, the non-human antibody does not
eliclt an Immune responsa In the non-human subject. In another ambodiment, the non-human
antibody is from the samae apecies as the non-human subject, 8.g., @ mouse antlbody of the
invention Is administered to a mouse. An antibody from a particular species can bs mads by, for
example, Inmuntzing an animal of that specles with the desired Immunogan (e.g., a soluble IL-4
receptor polypeptide) or using an artificlal system for generating antibodies of that species (e.g., a
bacterial or phage display-based sysiem for gensrating entibodies of a particular species), or by
converting an antibody from ona speclas into an antibody from another specles by replading, e.g.,
the conatant reglon of the antibody with a constant region from the other species, or by replacing
ona or more amine acid residues of the antibody so that it more closely resambles the sequence
of an antibody from the other speciss. In one embodiment, the antibody is a chimeric antibody
comprising amino acld sequences derived from antlbodies from two or more different specles.

in another aspect, the present invention provides antibodies thet comprise a light chain
variable reglon selected from the group congisting of L1-L6 and/or a heavy chain variable reglon
salectad from the group conslsting of H1-H24, and fragments, derivatives, muteins, and variants
theraof {see Figures 2 and 3). Such an antibody can be dencted using the nomenclature "LxHy",
wherein x corresponds to the number of the light chaln variable reglon and y comesponds to the
number of the heavy chain variable reglon as they are labeled In Figure 3. For example, L4H17
refers to an antibody with a light chaln variable region comprising the amino acid sequence of L4
and a heavy chaln variable region comprising the amino acld sequenca of H17, as shown In
Figure 3. Figures 2 end 3 aiso Indicate the location of the CDR and framework reglons of each of
these variable domain ssquences. Antibodles of the Invention Include, for example, L2H1, L3H1,
L4H1, L5H1, L1H2, L1H3, L1H4, L1HS5, L1H8, L1H7, L1H8, L1H8, L1H10, L1H11, L2H4, L2H12,
L2H13, L2H14, L6H1, L2H2, L2H3, L2HE, L2H7, L2H8, L2He, L2H10, and L2H11. Additional
antibody variable sequences, e.g., human antibody variable sequences, also can be used. See,

e.g., Sblattaro 6t a/., 1998, Immunotechnalogy 3:271-78, de Haard et al., 1889, J. Biol, Chem.
274:18218-30,
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In ona ambodiment, the presant Invention providea an antibody comprising a light chaln-
varlable domain comprising a sequence of amino acids that differs from the sequence of L1 only
at one or more residues whera any one of the saquencas of L.2-L8 differs from the sequenca of L1
{e.g.. sald sequence of sald antibady differs from the sequence of L1 at residue(s) 1, 4, 7 efc.). In
ancthar embodiment, sald sequance of said ight chaln-variabls domain comprises at least one
amino acld residue of any of the sequence of any one of L2-L8 at a position whers it differs from
the sequence of L1 (e.g., sald sequence comprises the residue{s} E1D, L4M, 87T, efc.). In
angther embodimant, sald sequence differs from the sequenca of L1 in at least one CDR (e.g.,
CDR1, CDR2, or CDR3). In another embodiment, sald sequance differs from the sequence of L1
in at least one FR {e.g., FR1, FR2, FR3, or FR4). In ancther embodiment, the presant invention
provides an antibody comprising a heavy chain-variabls domain comprising a sequance of amino
acids that differs from the sequence of H1 only &t one or more residues where any one of the
saquancas of H2-H24 differs from the saquence of H1 {e.g., sald sequance of sald antibody differs
from the sequence of H1 at residue(s) 8, 13, 24 efc.). In ancther embodiment, sald sequence of
sald heavy chain-variable domaln comprisas 2t laast one amino acld residue of any of the
sequence of any one of H2-H24 at a position wher it differs from the sequence of H1 (e.g., sald
sequence comprisas the resldue(s) QBE, H13Q, G24A, efc.). In another ambodiment, sald
sequence differs from the sequence of H1 In at least ona CDR (8.g., CDR2 or COR3). In ancther
embodiment, sald sequence differs from the sequence of H1 In at Ieast one FR {e.g., FR1 or
FR3).

In another embodiment, the present Invention provides an antlbody comprising an amino
acld saquence selacted from tha group consisting of: a light chaln complementarity determining
region (CDR) 1 that differs by the insertion, daletion, or substitition of no more than 3, 2, 1, or 0
amino acld residues from a sequence salecied from the group consisting of: realdues 24-35 of
SEQ 1D NO:8, whereln the N at residue 8 Is not substituted by an S; residues 24-35 of SEQ ID
NO:8, whereln the T at residue 5 Is not substituted by an 8 and/or the N at residue 7 is not
substituted by an 8 and/or the D at residue 8 ia not substituted by an S; residues 24-35 of SEQ ID
NO:10, wherein the D at resldue 9 Is not substituted by an S; residues 24-35 of SEQ ID NO:12,
whersin the N at residue 7 is not substitirted by 8 and/or the N at residue 9 le not substituted by an
S; and residues 24-35 of SEQ ID NO:14, wherein the G at residue 7 is not substituted by an S; a
light chain CDR2 that differs by the Insertion, deletion, or substitution of no more than 3, 2, 1, or 0
amino acld residues from a sequence selectsd from the group consisting of: residues 51-57 of
SEQ ID NO:8, wherein the P at reskiue 7 s not substituted by a T; residues 51-57 of SEQ ID
NO:10, wherein the S at residue 7 Is not substituted by a T; and residues 51-57 of SEQ ID NO:12,
wherein the T at realdue 2 le not substituted by an A and/or the Y at residue 4 Is nat substituted by
an S; a light chain CDR3 that differs by the Insertion, deletion, or substitution of no more than 3, 2,
1, or 0 amino acid residuea from a sequence selected from the group consisting of: residues g0-
99 of SEQ ID NO:8, wherein the D at residue 4 Is not substituted by a G, the H at residue 5 Is not
substituted by an 8, the A at residue 7 s not substituted by a P, and/or the G at regidue 8 is not
substituted by a P; resiiues 80-08 of SEQ ID NO:8, whereln the R at residue 5 Is not substituted
by an S; and residues 80-89 of SEQ ID NO:14, wherein the M a residue 10 Is not substituted bya
T. a heavy chain CDR2 that differs by the Ineertion, deletion, or substitution of no more than 3
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amino acld rasidues from the sequence of residuss 50-85 of SEQ ID NO:18, whereln the S at
rasidue 8 Is not substituted by an N; and a heavy chain CDR3 thet diffars by the insertion, delatlon,
or substitution of no mora than 3, 2, 1, or 0 amino acld residues from a sequence selacted from
the group consisting of: residues 98-104 of SEQ ID NO:18, wherein the T at residue 6 ls not
substituted by s D and/or the H at residus 7 is not substituted by a Y; residuss 98-104 of SEQ ID
NO:20, wherein the W at residue 4 |z not subetituted by a Y, the Y at resldue 5 Is not substitutad
by an F, the N at realdue 8 is not subetited by a D, and/or the N at residue 7 is not substihutad by
aY; residues 58-104 of SEQ ID NO:22, whergin the P at residue 6 Is not substituted by a D and/or
the W at reaidue 7 Is not substituted by a Y; residues 98-104 of SECQ ID NO:24, wherein the T at
residue 6 ks not substituted by a D and/or tha R at position 7 Is not substituted by e Y: residues 98-
104 of SEQ ID NO:28, wherein the Y at residue § Is not substituted by an F; residues 88-104 of
SEQ ID NO:30, whereln the W st residue 4 Is not substituted by a Y: and reslduas 98-104 of SEQ
ID NO:34, wherain the W at residue 4 Is not aubsiiiuted by a Y and/or the Y at residus 5 ls not
substituted by an F; wherein sald antibody binda to IL-4 receptor alpha.

In ancther embodiment, the antibody Inhiblis the binding of IL-4 to an IL.-4 receptor. In
another embodiment, the antibody Inhibits the binding of IL-13 to an IL-13 receptor. In ancther
embodiment, the antibody Inhibits the binding of IL-4 to an IL-4 receptor and of IL-13 to an IL-13
receptor. In another embodiment, the antibady specifically binds IL-4 receptor alpha.

in another embodiment, the anthody comprises two or three such light chaln
complamentarity detarmining reglones (COR).

In another embodiment, the antibody comprises two or thres such heavy chain
complamentarity determining reglons.

In another embodiment, the antibody further comprises a framework segment (FR)
comprising & esquence selected from the group consisting of: a light chaln framework sagment
(FR) 1 that differs by the insertion, delstion, or substitution of no more than 3, 2, 1, or 0 amino acld
residues from a saquence selected from the group conalating of: residuss 1-23 of SEQ ID NO:4;
rasldues 1-23 of SEQ ID NO:10; reskdues 1-23 of SEQ ID NO:12; and residues 1-23 of SEQ ID
NO:14; a light chain FR2 that differs by the msertion, deletion, or substitution of no more than 3, 2,
1, or 0 amino aclid resldues from a sequence selected from the group consisting of- reskiues 36-
50 of SEQ ID NO:4; residuss 38-50 of SEQ ID NO:8; and residues 38-50 of SEQ ID NO:14; a light
chain FR3 that differs by the insertion, deletion, or substitution of no more than 3, 2, 1, or 0 amino
acid resldues from a sequence selacted from the group consisting of: residues 58-89 of SEQ ID
NO:4; residues 58-89 of SEQ ID NO:10; and resldues 58-88 of SEQ ID NO:12; a light chaln FR4
that differs by the insertion, deletion, or substitution of no more than 3, 2, 1, 0 amino acld residues
from a sequence selectad from the group consisting of: residues 100-109 of SEQ ID NO:4;
residues 100-108 of SEQ ID NOQ:8; and residues 100-109 of SEQ ID NO:12; a heavy chain FR1
that differs by the Ingertion, deletion, or substitution of no more than 3, 2, 1, or 0 amino acid
residues from a sequence salacted from the group conelsting of: residues 1-30 of SEQ ID NO:18;
and residues 1-30 of SEQ |D NO:42; heavy chaln FR2 that differs by the insertion, deletion, or
substitution of no more than 3, 2, 1, or 0 amino acid residues from the sequence resldues 38-49 of
SEQ 1D NO:18, a heavy chaln FR3 that differs by the Inaertion, deletion, or substitution of no more
than 3, 2, 1, or 0 amino acld residues from @ sequence salected from the group consisting of:
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residues 868-07 of SEQ ID NO:18; residuas 68-87 of SEQ ID NO:18; and residues 88-87 of SEQ
ID :NO:42; and a heavy chain FR4 that differs by the Insertion, deletion, or subetitution of no more
than 3 amino ecid residuss from the sequence residuss 105-115 of SEQ ID NO:16.

In another embodiment, the antibody comprises a light chaln variable domain that Is at
least 80, 85, 80, 95, or 100% kientical to a sequence selaected from the group conaslsting of: SEQ
ID NO:8, 8, 10, 12, and 14, with the proviso that the sald light chain varlable domain does not
compiise the sequence of SEQ ID NO:4.

In another ambodiment, the antibody comprises a heavy chain variable domaln that is at
least BO, 85, 80, 65, or 100% identical to @ sequence selected from the group consisting of: SEQ
ID NO:18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 38, 40, 42, 48, 48, 50, 52, 54, 58, 58, 60, and 62 with
the proviso that sald heavy chein variable domain does not comprise the sequence of SEQ ID
NO:16.

in another embodiment, the present Invention provides a fragment of such an antlbedy,
wherein sald fragment binds to IL-4 receptor alpha.

In one embodiment, particular antibodies of the Invention are selectad from the group
conslsting of L2H1; an antibody that Is ¢ross-reactive L2H1, an antibody that bindas to the same
epltope as L2H1; an antibody that competes with L2H1 for binding to a cell that expresses human
IL-4R; an antibody that poasessas a biological activity of L2H1 and an antigan-binding fragment
(Including one derived by recombinant msans) of L2H1. in one embadiment, the antibody has a
binding affinity for human IL-4R that is substantially equivalent to the binding affinity of L2H1 for
human IL-4R. Hybridoma casll Iines that produce any such antibodles also are provided by the
present Invention,

One example of a blological activity of L2H1 s the abliity to function as both an IL-4
antagonist and an iL-13 antagonist. In one embodiment, an antibody of the invention possasses
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L2H1; and possessas IL-13-blocking activity
substantally equivalent to that of L2H1, Such activity may be measurad In any sultabie
conventional assay (e.g., 88 measured In the CD23 exprassion assay describad in Example 2).

Complementarity determining reglons (CDRs) of a given antibody may be Identifled using
the systern described by Kabat et al. In Sequences of Proteins of Immunological interest, 5™ Ed.,
US Dept. of Health and Human Servicas, PHS, NIH, NIH Publication no. 91-3242, 1891. Particular
ambadiments of antibodies of tha presant Invention comprise, within the variable domain of their
light chain, at least one of the complementarfty datermining reglons (CDRs), or hypervariable
regions, found in the light chain of L2Ht. CDRs of L2H1 are discussed In Example 5. Thus,
among the antibodles provided herein are those comprising from one to all three of the following
sequences In the light chain variable domain of L2H1: amino acid residues 24-35; residues 51-57:
and residues 90-88 of SEQ ID NO:6. Particuler antibodles provided hersin comprise, within the
variable domain of their heavy chain, at least one of the CDRs found in the heavy chaln of L2H1.
Thus, among the antibodies provided herein are those comprising from one to all three of the
following sequencas in the heavy chain variable domain: residuas 31-35; realduss 50-85; and
residues 88-104 of SEQ ID NO:186.

The DNA sequence of the variable domain of the light chain of L2H1 Is presented in SEQ
ID NO:5, and the encoded amino acld sequence Is presentad in SEQ ID NO:6. The DNA
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sequenca for the variable domain of the heavy chaln of L2H1 is presanted as SEQ 1D NO:15, and
the encoded amino acld sequence Is presented In SEQ ID NO:18. Antibodies of the present
Invention include, but are not imitad to, antibodlas that comprisa, In thelr light chain, SEQ 1D
NO:8; and antibodles that additionally or aternatively comprise, In their heavy chaln, SEQ ID
NQO:16.

in another embodiment, particular antibodles of the Invention are selectad from the group
consisting of L3H1; an antibody that Is cross-reactive with L3H1; an antibody that binds to the
same apltope as L3H1; an antibody that competes with L3H1 for binding to a cell thet expresses
human 1L-4R; an antibody that possassas a blological activity of L3H1; end an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antiboclles. In one embodiment, the antibody has & binding
affinity for human IL-4R that is substantially equivalent to the binding affinity of L3H1for human IL-
4R. Hybridoma call lines that produce any such antibodies also are provided by the present
invention.

One examiple of a biological actlvity of L3H1 is the abiliity to function as both an IL-4
antagonist and an IL-13 antagonist. In one embodiment, an antibody of the Invantion possesses
iL-4-blocking activity substantally equivalent to that of L3H1, and possessas IL-13-blocking activity
substantially equivalent to that of L3Ht. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay (e.g., a8 measured In the CD23 expression assay described In Example 2).

igG4 antibodles derived from L.3H1 are provided herein. Another ambodiment Is directed
to IgM antibodies derived from L3H1. Procedures for switching (altaring) the subclaas or isatype
of an antibody are known In the pertinent field. Such procedures may Involve, for example,
recombinant DNA technology, whereby DNA encoding antibody polypeptide chalne that confer the
deslred subciass is substituted for DNA encoding the commesponding polypeptide chain of the
parent antibady.

The DNA sequence of the variable domain of the light chaln of L3H1 la presented In SEQ
{D NO:7, and the encoded amino acld sequences s presented In SEQ ID NO:8. The DNA
sequance for the variable domalin of the heavy chain of L3H1 Is presented es SEQ ID NO:15, and
the sncoded amino acid sequenca Is pressnted in SEQ 1D NO:16. Antibodies of the prasent
invention Include, but are not limited to, antibodles that comprise, In their light chain, residues 1 to
109 of SEQ ID NO:8; and antibodies that additionally or altemnatively comprise, in thelr heavy
chain, residues 1 to 115 of SEQ ID NO:18.

Particular smbodiments of antibodles of the present Invantion comprise, within the
variable domain of thelr light chain, at least one of the complementarity determining reglons
(CDRs), or hypervariable reglons, found In the light chain of L3H1. CDRs of L3H1 are discussed
in example 5. Thus, among the antibodles provided herein are those comprising from one to all
three of the following sequencas In the light chain variable domain: amino acid residues 24-35;
residues 51-57; and residues 50-89 of SEQ ID NO:8. Parficular antibodies provided herein
comprise, within the variable domain of their heavy chaln, at lsast one of the CDRe found in the
heavy chain of L3H1. Thus, among the antibodies provided hareln are those comprising from one
to all three of the following saquences In the heavy chaln variable domaln: residues 31-35;
residues 50-65; and residues 98-104 of SEQ ID NO:18.
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In anather embodiment, particular antibodlas of the invention are selected from the group
conslsting of L4H1; an antibody that ls cross-reactive with L4H1; an antibody that binds to the
same apitope as L4H1; an antibody that competea with L4H1 far binding to a cell that exprasses
human IL-4R; an sntibody that possasses a biological activity of L4H1; and an antigen-binding
fragment of any of the foregolng antibodles. In ane embodiment, the antibody hes a binding
affinity for human IL-4R that is substantally equivalent to the binding affinity of L4H1 for human IL-
4R. Hybridoma cell iines that produce any such antibodies alsc are provided by the prasent
Invention.

Ons sxample of a bioiogical activity of L4H1 Is the ability to funclion as both an IL-4
antagonist and an IL-13 gntagonist, in one embodiment, an antibody of the Invention possesses
IL-4-blocking ectlvity substantially equivalent to that of L4H1; and posseases IL-13-blocking activity
subatantially equivalent to that of L4H1. Such activity may be measured in any sultable
conventional assay (9.g., as measurad in the CD23 axpression assay desuibed'ln Exampls 2),

The DNA sequence of the varlable domain of the light chain of L4H1 Is presented In SEQ
ID NO:9, and the encoded amine acld sequencs ls presented In SEQ ID NO:10. The DNA
sequenca far the varlable domain of the heavy chain of L4H1 Is presented aa SEQ ID NO:15, and
the encoded amino acld sequence Is prasentad in SEQ ID NO:16. Antibodles of the present
invention Include, but are not limitad to, antibadies that comprise, In their light chain, reskiues 1 to
108 of SEQ ID NO:10; and antibodies that additionally or altematively comprise, In their heavy
chain, residues 1 to 115 of SEQ ID NO:18.

Particular embodiments of antibodies of the present invention comprise, within the
variable domain of thelr light chain, at least one of the complementarity detsrmining reglons
{CDRs), or hypervariable reglons, found In the light chain of L4H1. CDRs of L4H1 ame discussed
In example 5. Thue, among the antibodies providad heraln are those comprising fram ans to all
three of the following sequencas in the light chain varlable domain: amino acld raslduas 24-35:
reskiues 51-57; and residues 80-88 of SEQ 1D NO:10. Particular antibodies provided hereln
comprise, within the variable domaln of thelr heavy chaln, at least one of the CDRs found In the
heavy chain of L411. Thus, among the antibodies provided herein are those comprising from one
to all three of the following sequencas In the heavy chain variable domain: residues 31-35;
residues 50-85; and residuss 58-104 of SEQ ID NO:18.

In another embodiment, particular antibodies of the Invention are selected from the group
consiating of L6H1; an antibody that ls cross-reactive with L5H1; an antibody that binds to the
same epitope as L5H1; an antibody that competes with L5H1 for binding to a cell that expresses
humen IL-4R; an antibody that possesses a biological activity of L5H1: and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodies. in one embodiment, the antibody has a binding
affinity for human IL-4R that Is subetantially equivalent to the binding affinity of L5H1 for human IL-
4R. Hybridoma cell lines that produce any such antibodles aiso are provided by the present
invention.

One example of a blological activity of L§H1 Is the abllity to function as both an IL-4
antagonist and an iL-13 antagonist. In one embodiment, an antibody of the Invention poasesses
iL-4-blocking activity substantially aquivalent to that of LSH1; and possesses IL-13-blacking activity
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substantially equivalent to that of LH1. Such activity may be measurad In any suitable
convantlonal assay (e.g., a3 measured in the CD23 axpression assay describad in Exampile 2).

The DNA sequenca of tha variabla domain of tha light chain of LSH1 s presented In SEQ
ID NO:11, and the encoded amino acid sequencs ia presented In SEQ ID NO:12. Tha DNA
sequence for the variable domalin of the heavy chain of L5H1 s preaantad as SEQ ID NO:15, and
the encoded amino acld sequence le presentad in SEQ ID NO:16. Anfibodles of the present
invention Include, but are not limited to, anibodies that compriss, In thelr light chaln, residuea 1 to
108 of SEQ ID NO:12; and antibodias that additfonally or alternatively comprise, In their heavy
chaln, residues 1 1o 115 of SEQ 1D NO:18.

Pearticular embodiments of antibodies of the present Invention comprise, within the
variable domain of thelr light chain, at least one of the complementarity determining reglons
(CDRs), or hypervariable regions, found In the light chaln of LSH1. CDRs of L5H1 are discussed
Iin sxample 5. Thus, among the antibodias providad herein ara those comprising from one to all
three of the following sequences In the light chain varlable domain: amino ecld resldues 24-35;
residues 51-57; and residues 80-88 of SEQ ID NO:12. Particular antibodlas provided hereln
comprise, within the variable domain of thelr heavy chaln, at least one of the CDRs found In the
heavy chain of L5SH1. Thus, among the antibodies provided herein are those comprising from one
to all thres of the following sequences in the heavy cheln variable domain: realdues 31-35;
reskives 50-85; and reskiues 98-104 of SEQ ID NO:16.

In another embodiment, particular antibodies of the Invantion are selected from the group
consisting of L1H2; an antlbody that is cross-reactive with L1H2; an antibody that binds to the
same epitope as L1H2; an antibody that competes with L1H2 for binding to a cell that expresses
human IL-4R; an antibody that possesses a biological activity of L1H2; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodiea. In one embodiment, the antibady has a binding
affinity for human IL-4R that [s substantially equivalent to the binding affinity of L1H2 for human IL-
4R, Hybridome cefl lines that produce any such antibodies also are provided by the prasent
invention.

One exampls of a blological activity of L1H2 Is the ability to function as both an L4
antagonist and an IL-13 antagonist. In one embodiment, an antlbody of the Invention possesses
IL4-blocking activity substantially equivalent to that of L1H2; and possesses iL-13-blocking activity
substantially equivalent to that of L1H2. Such activity may ba measured Iin any suiteble
conventional assay (s.g., as measured In the CD23 expression assay described in Example 2).

The DNA sequence of tha variable domaln of the light chaln of L1H2 Is prasentad in SEQ
ID NO:3, and the sncoded amino acid sequence Is presanted in SEQ iD NO:4. The DNA
sequence fur the variable domain of the heavy chain of L1H2 Is presented as SEQ ID NO:17, and
the encoded amino acld sequence s presented In SEQ ID NO:18. Antibodles of the present
invention Include, but are not limited to, antibodies that comprise, In thelr light chaln, residues 1 to
108 of SEQ ID NO:4; and antibodiss that additionally or altematively comprise, In their heavy
chain, residues 1 to 115 of SEQ 1D NO:18.

Particular embodiments of antibodies of the present invention comprise, within the
variable domain of thelr light chein, at least one of the complementarity detarmining mglons
(CDRs), or hypervariable regions, found In the light chain of L1H2. CDRe of L1H2 are discussed
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in example 5. Thus, among the antibodles provided herein ara those compriging from one to all
three of the following sequencas In the light chain variable domain: amino acld residues 24-35;
residues 51-57; and resldues 90-89 of SEQ ID NO:4. Particular antibodies provided herein
comprise, within the variable domain of their heavy chaln, at least one of the CDRe found in the
heavy chain of L1H2. Thus, among the antibodles provided herein are thasa comprising from one
to all three of the following sequencas In the heavy chaln variable domaln: residues 31-35;
residuss 50-85; and residues 98-104 of 8EQ 1D NO:18.

In another embodiment, particular antibodles of the Invention are eelected from the group
consisting of L1H3; an antibody that is cross-reaciive with L1H3; an antlbody that binds to the
same epliope as L1H3; an antlbady that compates with L1H3 for binding to a celi that expressas
human IL-4R; an antibody that possessas a blological activity of L1H3; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodles. In one ambodiment, the antlbody has a binding
affinity for human IL-4R, that is substantially equivalent to the binding affinity of L1H3 for human I.-
4R. Hybridoma call Iines that produce any such antibodies aleo are provided by the present
invention.

Ona axample of a blological activity of L1H3 is the abllity to function as both an L4
antagonist and an IL-13 antagonist. In one embodiment, an antibody of the invention possassos
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L1H3; and poasesases IL-13-blocking activity
subatantially equivalent to that of L1H3. Such activity may be measurad In any sultable
convantional assay (e.g., aa measured in the CD23 expression assay described in Exampla 2).

The DNA sequenca of the variable domaln of the light chain of L1H3 Is presented In SEQ
ID NO:3, and the encoded amino acld saquenca Is presented in SEQ ID NO:4. The DNA
sequence for the varlable domain of the heavy chain of L1H3 Is presented as SEQ ID NO:18, and
the encoded amina acid ssquence is presantad in SEQ 1D NO:20. Antibodiea of the presant
invention Include, but are not limited to, anttbodlas that comprise, In thelr light chaln, residues 1 to
108 of SEQ 1D NO:4: and entibodies that additionally or altematively compriss, in their heavy
chain, residues 1 to 115 of SEQ ID NO:20.

Particular embodiments of antibodias of the present invention comprise, within the
variable domain of their light chain, at leest one of the complementarity determining reglons
{CDRs), or hypervariable reglons, found In the light chaln of L1H3. CDRs of L1H3 are discussed
in axample 5. Thus, among the antibodles provided hereln are those comprising from one to all
three of the following saquences In the light chaln variable domain: amino acid resldues 24-35;
residues 51-57; and residuas 80-89 of SEQ ID NO:4. Particular antibodies provided herein
comprise, within the variable domain of their heavy chain, at least one of the CDRs found In the
heavy chain of L1H3. Thus, among the antibodies provided herein are those comprising f;'om one
to all threa of the following sequencas in the heavy chain variable domain: residues 31-35;
reskiues 50-85; and residues 88-104 of SEQ ID NO:20.

In another embodiment, particular antlbodies of the Invention are aslected from the group
coneisting of L1H4; an antlbody that is cross-reactive with L1H4; an antibody that binds to the
same epltope as L1H4; an antibody that compates with L1H4 for binding to a cell that expraeases
human IL-4R; an antibody that posseases a blological ectivity of L1H4; and an antigan-hinding
fragment of any of the foregoing antibodies. In one embodiment, the antibody has = binding
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affinity for human IL-4R that Is substantially equivalent to the binding affinity of L1H4 for human IL-
4R. Hybridoma cell lines that produce any such antibodlies aiso are provided by the present
Invention.

One axampie of a biological ectivity of L1H4 |s the abiiity to function as both an IL4
antagonist and an (L-13 sntagonist In one embodiment, an antibody of the invention posseases
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L1H4; and possasses IL-13-blocking activity
substantially equivalent to that of L1H4, Such activity may be measured in any sultable
conventional assay {e.g., &8 messurad In the CD23 expression assay described In Example 2).

The DNA sequence of the variable domain of the light chain of L1H4 |s presented In BEQ
ID NO:3, and the encoded amino acid sequence Is presented in SEQ ID NO:4. The DNA
sequence for the variable domaln of the heavy chaln of L1H4 1s preseniad as SEQ 1D NO:21, and
the encoded amino acid sequence s presented in SEQ ID NO:22, Antibodies of the present
Invention Include, but are not limited to, antibodias that compriss, In thelr light chain, residuss 1
109 of SEQ ID NO:4; and antibodles that additionally or altematively comprise, In their heavy
chain, residuas 1 to 115 of SEQ ID NO:22,

Particular embodiments of antibodies of the prasent Invention comprise, within the
variable domain of their light chain, at least one of the complementarity determining regions
(CDRs), or hypervariable regions, found In tha light chain of L1H4. CDRs of L1H4 are discuseed
in example 5. Thus, among the antibodles provided herein are those comprising from one to all
three of the following sequences In the light chaln variable domain: amino acid residuas 24-35;
residues 51-57; and residues 80-88 of SEQ ID NO:4. Particular antibodles provided heraln
comprise, within the variabla domain of their heavy chaln, at least one of the CDRs found In the
heavy chain of L1H4. Thus, among the antibodies provided hereln are those comprising from one
to all threa of the following sequencas in the heavy chain varlable domain: residues 31-35;
resldues 50-65; and residues 58-104 of SEQ ID NQ:22.

In another embodiment, particular antibodies of the invention are selected from the group
consisting of L1H5; an antibody that Is croas-reactive with L1HS5; an antibody that binds to the
same epitope as L1HS5; an antibody that competas with L1H5 for binding o a ceil that expraseas
human IL-4R; en antibody that possasses a blological activity of L1H5; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodies. In one embodiment, the antibody has a binding
affinity for human IL-4R that Is substantially equivalent to the binding affinity of L1H5 for human IL-
4R. Hybridoma cell lines that produce any such antibodies also are provided by the present
invention.

Cne example of a blological activity of L1HS Is the abllity to function as both an IL-4¢
antagoniet and an IL-13 antagoniet. In one embodiment, an antibody of the Invention possessas
IL-4-blocking activity substantially aquivalent to that of L1H5; and possasses IL-13-blocking activity
substantlally equivalent to that of L1H5. Such activity may be measured In any sultable
conventional assey (e.g., as measured in the CD23 expression assay described In Example 2).

The DNA sequence of the variable domain of the light chain of L1H5 Is presented In SEQ
ID NO:3, and the encoded amino acld sequencs Is presentad In SEQ iD NO:4. The DNA
saquence for the varlable domaln of the heavy chain of L1HS Is presented as SEQ ID NO:23, and
the encoded amino acld sequence Is presentad In SEQ ID NO:24. Antibodles of the praesent
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invention Include, but are not limitad to, antibodlas that comprise, In thalr light chain, reskiues 1 to
109 of SEQ ID NO:4; and antibodies that additionaily or altematively comprise, In their heavy
chain, residues 1 ta 115 of SEQ ID NO:24.

Particular smbodiments of antibodles of the presant Invention comprise, within the
variabla domain of thelr light chain, at least one of the complamantarity determining reglons
(CDRs), or hypervariable reglons, found In the light chain of L1H5. CDRs of L1H5 are discussed
in exampie 5. Thus, among the antibodies provided hersin are those comprising from one to all
three of the following sequances In the light cheln variable domaln: amino acld residues 24-35;
regidues 51-57; and residues 90-89 of SEQ 1D NO:4. Paricular antibodles provided herein
comprise, within the variable domain of their heavy chaln, at least one of the CORa found in the
heavy chain of L1HS. Thus, among the antibodles provided herein are those comprising from ona
to all three of the following sequances In the heavy chain varlable domain: resldues 31-35;
residues 50-85; and residuea 88-104 of SEQ ID NO:24.

In ancther embodimant, particular antibadles of the invention are selectad from the group
conslisting of L1H6; an antlbody that ls cross-reactive with L1H8; an antibody that binds to the
same epitope as L1H6; an antibody that competes with L1H8 for binding to & call that exprasses
human IL-4R; an antlbody that possessss a bivloglcal activity of L1H6; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodlas. In one embodiment, the antibody has a binding
affinity for human IL-4R that [s substantially equivalent to the binding affinity of L1H6 for human IL-
4R. Hybridoma csll lines that produce any such antibodies also are pravided by the present
invention.

One axample of a blological activity of L1HG Is the abliity to function as both an IL-4
antagonlst and an iL-13 antagonist. In one embodiment, an antibody of the Invantion possesses
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L1HE; and posseases IL-13-biocking activity
substantially equivalent to that of L1H8. Such activity may be measured in any sultable
convantional assay {e.g., as measured in the CD23 expression assay describad in Example 2).

The DNA sequencs of the variable domain of the light chaln of L1H8 s presentad In SEQ
1D NO:3, and the encoded amino acid sequence is presented in SEQ 1D NO:4. The DNA
sequeancae for the variable domain of the heavy chaln of L1HG ls presented as SEQ ID NO:25, and
the encoded amino acld sequencea Is presented In SEQ ID NO:28. Antibodias of the present
Invention include, but are not limited to, antibodles that comprise, in their light chaln, residues 1 to
108 of SEQ ID NO:4; and antibodles that additionally or alternatively comprise, In thelr heavy
chaln, residues 1 to 115 of SEQ ID NO:28.

Particular ambodiments of antlbodles of the present invention comprise, within the
varigble domain of thelr light chain, at least one of the complementarity determining regiona
{CDRs), or hypervariable regions, found in the light chain of L1H68. CDRs of L1H6 are discussed
in exampie 5. Thus, among the antibodlas provided herein are those comprising from one to all
three of the following sequences In the light chain variable domain: amino scid residues 24-35;
residues 51-57; and residuas 80-89 of SEQ ID NO:4. Particular antibodies provided herein
comprise, within the variable domain of thelr heavy chain, at Isast one of the CDRs found In the
heavy chain of L1H8. Thus, among the antibodies provided hersin are those comprising from one
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to gll thres of the following sequancas in the heavy chaln variable domain: rasiduea 31-35;
resldues 50-85; and residues 88-104 of SEQ ID NO:28.

In ancther embodiment, particular antibodies of the invention are selectad from the group
consisting of L1H7; an antibody that is cross-neactive with L1H7: an antibody that binds to the
samse apitope as L1HT; an antibody that competes with L1H7 for binding to a cell that expresses
human IL-4R; an antibody that possssses a biological activity of L1H7; and an antigen-binding
fragment of any of the foragoing antibodies. in one smbodiment, the antibody has a binding
affinity for human IL-4R that is substantially equivalent to the binding affinity of L1H7 for human IL-
4R, Hybridoma cell lines that produce any such anfibodies also are provided by the prasent
Invention.

One axampie of a biolcgical activity of L1H7 Is the ablilty to function as both an IL-4
antagonist and an IL-13 entagonist. in one embodiment, an antlbody of the Invention possessas
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L1H7; and possasses IL-13-blocking activity
substantially equivalent to that of L1H?. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay (e.g., as measured in the CD23 expression assay described In Exampie 2).

The DNA sequence of the varlable domaln of the light chaln of L1H7 Is presantsd In SEQ
ID NO:3, and the encoded amino acid sequence Is presented in SEQ ID NO:4. The DNA
sequence for the varlable domaln of the heavy chain of L1H? la presanted as SEQ ID NO:27, and
the encoded amino acid sequence Is presanted In SEQ ID NO:28. Antibodies of the presant
Invention include, but are not limited to, antibodies that comprise, In their light chaln, residuss 1 to
100 of SEQ ID NO:4; and antibodies that additionally or alternatively comprise, In thelr heavy
chain, residues 1 to 115 of SEQ ID NO:28.

Particular embodiments of antibodlas of the present Invention comprise, within the
variable domain of their light chain, et least one of the complamentarity determining reglona
(CDRe), or hypervariable regions, found In the light chaln of L1HT. CDRs of L1H7 are discussed
in mxample 5. Thus, among the antibod!ea provided herein are those comprising from one 1o afl
three of the following sequencsa In the light chaln varieble domain: amino acld resldues 24-35:
residuss 51-57; and residues 80-80 of SEQ 1D NO:4. Particular antibodles provided harein
comprise, within the variable domain of their heavy chain, at ieast ona of the CDRs found In the
heavy chain of L1H7. Thus, among the antibodies provided herein are those comprising from one
to all three of the following sequences In the heavy chaln variable domain: resldues 31-35:
residuas 50-65; and residues 88-104 of SEQ ID NO:28.

In another embodiment, particular antibodies of the Invention are selectad from the group
consisting of L1H8; an antlbody that is cross-reactive with L1H8; an antibody that binds to the
aame epitope as L1HS; an antibody that competas with L1H8 for binding to a csll that expresses
human IL-4R; an antlbody that possessas a blological activity of L1H8; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodies. In one esmbodiment, the antibody has a binding
affinlty for human IL-4R that Is subatantially equivalent to the binding affinity of L1H8 for human IL-
4R. Hybridoma cell linee that produce any such antibodles also are provided by the present
Invention.

One axample of a biclogical activity of L1HS Is the ablilty to function as both an IL4
antagonist and an IL-13 antagonist. In one embodiment, an antlbody of the Invention possesses
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IL-4-blocking activity substantially aquivalent to that of L1H8; and poasesses IL-13-blocking activity
substantlally equivalent to that of L1H8. Such activity may be measured in any sultable
conventional assay {e.g., as measured In the CD23 exprassion assay daescribed In Example 2).

The DNA sequencas of the variable domain of the light chaln of L1H8 Is presented In SEQ
1D NO:3, and the encoded aming acld saquence Is presentad in SEQ 1D NO:4. The DNA
sequence for the variable domain of the heavy chain of L1H8 Is presented as SEQ ID NO:28, and
the encoded amino acld sequence is presentsd in SEQ 1D NO:30. Antibodies of the presant
Invention include, but are not iimited to, antlbodles that comprise, In thelr light chain, residues 1 to
108 of SEQ ID NO:4; and antlbodies that addltionally or alternatively comprise, in thelr heavy
chain, residuas 1 to 115 of SEQ ID NQO:30.

Particular embodiments of antibodies of the presant invention comprise, within the
variable domain of their light chain, at lsast one of the complementarity determining regions
(CDRs), or hypervariable regions, found In the light chain of L1H8. CDRs of L1HB are discussed
In example 5. Thus, among the antibodias provided herein are those comprising from one to all
three of the following sequences in the light chaln variable domain: amino acid residuas 24-35;
residuas 51-57; and reslduss 90-80 of SEQ ID NO:4. Particular antibedies provided heraln
comprise, within the variable domain of thelr heavy chaln, at least one of the CDRs found In the
heavy chain of L1H8. Thus, amang the entibocies provided herein are those comprising from one
to all three of the following sequences In the heavy chain variable domaln: residuea 31-35;
residuas 50-85; and reskiues 98-104 of SEQ 1D NO:30.

in another embodiment, particular antibodies of the Invention are selected from the group
consisting of L1H9; an antibady that Is crose-reactive with L1H8; an antlbody that binds to the
same apltope aa L1HB; an antibody that competes with L1HS for binding to a cell that expresses
human IL-4R; an antibody that possaesses a blological activity of L1HS; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodles. In one embodimant, the antibody has a binding
affinity for human IL-4R that Is substantiaily equivalent to the binding affinity of L1H8 for human IL-
4R. Hybridoma cell lines that produce eny such antlbodias also are provided by the present
Invention.

One axample of a biologlcal activily of L1H8 Is the abillity to function as both an IL-4
antagonist and an IL-13 antagonist. In ohe embodiment, an sntibody of the Invention possesses
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L1H8; and possessas IL-13-blocking activity
substantially equivalent to that of L1H9. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay (e.g., a8 measured in the CD23 expression assay described In Example 2).

The DNA sequence of the variable domaln of the light chain of L1H9 is presentad In SEQ
ID NO:3, and the encoded amino acld sequence Is presentad In SEQ ID NO:4. The DNA
sequenca for the variable domaln of the heavy chaln of L1H® e presentad as SEQ ID NO:31, and
the encoded amino acld sequence Is presented in SEQ ID NO:32. Antibodies of the present
Invention Include, but are not limitad to, antibodies that compries, in thelr light chaln, residues 1 to
109 of SEQ ID NO:4; and antibodies that additionally or altematively comprise, In their heavy
chain, residues 1 to 115 of SEQ ID NO:32.

Particular ambodiments of antibadies of the present invention comprisa, within the
variable domain of their light chain, at least one of the complementarity datermining reglons
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(CDRa), or hypervariable regiona, found in the light chain of L1H8. CDRs of L1H9 are discussed
in exampie 5. Thus, among the antibodles provided herein are those comprising from one to all
three of the following sequences In the light chain variable domaln: amino acid residues 24-35;
residues 51-57; and residues 80-89 of SEQ ID NO:4. Particular entibodles provided herein
comprise, within the variable domain of their heavy chaln, at least one of the CORs found In the
heavy chain of L1HO. Thus, among the antibodiss provided herein are those comprising from one
o all three of the following sequances In the heavy chain variable domeain: msiduss 31-35;
resldues 50-85; and residues 98-104 of SEQ ID NO:32.

In another embodiment, particular anibodies of the Invention are sslectad from the group
canalsting of L1H10; an antibody that |s cross-reactive with L 1H10; an antibody that binds to the
same epliope as L1H10; an antibody that compstas with L1H10 for binding to a cell that exprassea
human IL-4R; an antibody that possesses a blological activity of L1H10; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodies. In one embodiment, the antibody has a binding
affinity for human IL-4R that |s substantially equivalent to the binding affinity of L1H10 for human
IL4R. Hybridoma call lines that produce any such antibodles also are provided by the present
invention.

One axample of a biological activity of L1H10 Is the abllity to function as both an IL4
antagonist and an IL-13 antagonist. In one ambadimaent, an antibody of the invention possasses
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L1H10; and posessases IL-13-blocking
activity substantially equivalent to that of L1H10. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay (e.g., @3 measured In the CD23 expression assay described in Example 2).

The DNA sequenca of the varigble domain of the light chain of L1H10 Is presented in SEQ
ID NO:3, and the encoded amino acid sequence Is presentad In SEQ [D NO:4. The DNA
sequence for the variable domaln of the heavy chaln of L1H10 |s presanted as SEQ 1D NO:33,
and the encoded amino acld sequence Is presanted in SEQ ID NO:34. Antibodles of the present
invention includs, but are not limited to, antibodies that comprise, In their fight chain, residues 1 to
108 of SEQ ID NO:4; and antibodles that edditionally or altemnatively comprise, In their heavy
chain, residuas 1 to 115 of SEQ 1D NO:34,

Particular embodiments of antibodles of the present invention comprise, within the
varlabie domain of their light chain, at least one of the complementarity datermining reglons
(CDRs), or hypervariable regions, found In the light chain of L1H10. CDRs of L1H10 are
discussed in example 5. Thus, among the antibodies provided hereln are those comprising from
one to all three of the following sequences In the light chain varlable domain; amino acid residues
24-35; residues 51-57; and reskdues 90-89 of SEQ ID NO:4. Particular antibodies provided herein
comprise, within the variable domain of their heavy chaln, at least ona of the CDRs found In the
heavy chain of L1H10. Thus, among the antibodles provided herein are those comprising from
one to all three of the following saquences In the heavy chain variable domaln: residues 31-35;
residues 50-85; and residues 98-104 of SEQ ID NO:34.

In angther embodiment, particular antibadies of the Invention are selected fram the group
conslsting of L1H11; an anttbody that is cross-reactive with L1H11; an antibody that binds to the
same epltope as L1H11; an antibody that compatas with L1H11 for binding to a cefl that sxpresses
human IL-4R; an anttbody that posseases a biological activity of L1H11; and an antigen-binding
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fragmant of any of the foregoing antibodies. in one embodiment, the antibady has a binding
affinlty for human IL~4R that Is substantially equivalent to the binding affinity of L1H11 for human
IL-4R. Hybridoma cell lines that produce any such antibodles also are provided by tha present
invention.

One axamp!s of & biclogical activity of L1H11 is the ability to function as both an IL4
antagonist and an IL-13 antagonist. In one embodiment, an antibody of the invention posassses
IL-4-biocking actvity substantiaily equivalent to that of L1H11; and possasses il.-13-blocking
activity substantially equivalent to that of L1H11. Such actlvity may be measured In any sultable
conventional assay {e.g., as measured in the CD23 expression assay described In Example 2).

The DNA sequence cf the variable dornain of the light chain of L1H11 ls presented In SEQ
ID NO:3, and the encoded amino acld sequence Is presentad in SEQ ID NO:4. The DNA
saquencae far the variable domaln of the heavy chaln of L1H11 is presented as SEQ ID NO:35,
and the sncodad amino acld sequence Is presented In SEQ ID NO:38. Antibodies of the present
invention Iinclude, but are not limited to, antibodies that comprise, In thelr light chain, residuss 1 to
108 of SEQ ID NO:4; and antibodlaes that additionally or altematively comprise, In their heavy
chain, reakiues 1 to 115 of SEQ ID NO:38.

Particular embodiments of antibodles of the present Invention comprise, within the
variable domain of thelr light chain, at least one of the complementarity determining regions
(CDRs), or hypervariable regions, found in the light chain of L1H11. CDRs of L1H11 are
discussed In example 5. Thus, among the antibodlas provided hereln are thosa comprising from
one to all three of the following sequances In the fight chain variable domain: amino acld residues
24-35; roslduss 51-57; and residuss 80-84 of SEQ |D NO:4. Particular antibodias provided hereln
comprise, within the variable domain of their heavy chain, at ieast one of the CDRs found In the
hsavy chain of L1H11. Thus, among the antibodies provided herein am those comprieing from
one to all three of the following sequences in the heavy chaln variable domain: resldues 31-35;
rasidues 50-85; and residues 98-104 of SEQ 1D NO:38.

In another embodiment, particular antibodias of the Invention are selected from the group
consisting of L2H4; an antibody that is croas-reactive with L2H4; an antibody that binds to the
aame epitope as L2H4; an antibody that competes with L2H4 for binding to a cell that expresses
human IL-4R; an antibody that poesasses a biological activity of L2H4; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodies. In one embodiment, the antibody has a binding
effinity for human IL-4R that Is substantially equivalent to the binding aﬂ'inlty-of L2H4 for human IL-
4R. Hybridoma cell lines that produce sny such antibodlea also are provided by the present
invention.

One example of a biologlcal activity of L2H4 Is the ablliity to function as both an IL-4
antagonist and an IL-13 antagonist. In one embodiment, an antibody of the Invention possesses
IL-4-blocking activity substantially equivalant to that of L2H4; and possasses IL-1 3-blacking activity
substantially equivalent to that of L2H4. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay (e.g., as measured in the CD23 expression a3say described In Exampla 2).

The DNA sequence of the varlable domain of the light chain of L2H4 is presented In SEQ
ID NO:5, and the encoded amino acid sequencs s presentad In SEQ ID NO:8. The DNA
sequenca for the variable domain of the heavy chain of L2H4 Is presented as SEQ ID NO:21, and
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the encoded amino acld sequence Is presented In SEQ ID NO:22. Antibodies of the prasent
Invention include, but are not imlted to, antibodies that compriee, In thelr light chaln, residues 1 to
100 of SEQ D NO:6; and antibodles theat additionally or altematively compriss, In thelr heavy
chain, residues 1 to 115 of SEQ ID NO:22.

Particular embodimants of antibodlies of the present invention comprisa, within the
variable domain of their light chain, at least one of the complementarity determining regions
{CDRs), or hypervariable regions, found in the light chain of L2H4. CDRs of L2H4 are diacussed
in axample 5. Thus, among the antibodles provided herein are those comprising from one to all
three of the following seguences In the light chain vasiable domain: aminc acld residues 24-35;
resldues 51-57; and residues 90-88 of SEQ ID NO:8. Particular antlbodies provided herein
comprise, within the variable domalin of their heavy chain, at least one of the CDRs found In the
heavy chaln of L2H4. Thus, among the antibodies provided harein are those comprising from one
to all three of the following sequences In the heavy chain variable domaln: realdues 31-35;
residues 50-85; and residues 88-104 of SEQ 1D NO:22.

In another embodiment, particular antibodles of the Invention are selected from the group
consisting of L2H12; an antibody that ls cross-reactive with L2H12; an antibody that binds to the
same epitope as L2H12; an antibody that competes with L2H12 for binding to a cell that expresses
human IL-4R; an antibody that possasses a biclogical activity of L2H12; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodles. In one embodiment, the entibody has a binding
affinity for human IL-4R that Is substantially equivalent to the binding affinity of L2H12 for human
IL~4R. Hybridoma cell Iines that produce eny such antibodias also are provided by the present
Invention.

One example of a blological activity of L2H12 la the abillty to function as both an IL-4
antagoniet and an IL-13 antagonist. In one embadiment, an antibody of the invention possesses
IL.-4-blocking activity substantially equivalent to that of L2H12; and possessass IL-13-blocking
activity substantially squivalent to that of L2H12. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay (e.g., 28 measured in the CD23 expression assay described in Example 2).

The DNA sequence of the variable domalin of the light chain of L2H12 Is presented In SEQ
ID NO:5, and the encoded amino acld sequence is presented in SEQ ID NQ:8. The DNA
sequance for the variable domalin of the heavy chaln of L2H12 Is presentad as SEQ ID NO:37,
and the encoded amino acld sequence s presented In SEQ ID NO:38. Antlbodles of the present
invention include, but are not limited to, antibodies that comprise, In thelr light chain, residuss 1 to
108 of SEQ 1D NO:6; and antibodles that additionally or attematively comprise, In their heavy
chain, residues 1 to 115 of SEQ ID NO:38.

Particular embodiments of antibodles of the prasent invention comprisa, within the
variable domain of their light chaln, at least one of the complementarity determining regions
(CDRs), or hypervariable reglions, found in the ight chain of L2H12, CDRs of L2H12 are
discussed In example 5. Thus, among the antibodies provided hereln are those comprising from
one to all three of the following sequencas In the light chain variable domain: amino ack residues
24-35; residues 51-57; and resldues 80-88 of SEQ ID NO:8. Particular antibodies provided herein
comprise, within the varlabla domain of their heavy chaln, at laast one of the CDRs found In the
heavy chain of L2H12. Thus, among the antibodies provided herein are those comprising from
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one o all three of the following sequences In the heavy chaln variable domeln: residuss 31-35;
realdues 50-85; and residues 98-104 of SEQ ID NO:38.

In another embadiment, particular antibodles of the invention are selected from the group
conslsting of L2H13; an antibody that Is cross-reactive with L2H13; an antibody that binds to the
same epitope as L2H13; an antibody that compeates with L2H13 for binding to a cell that expresses
human IL-4R; an antlbody that possasses a blologlcal activity of L2H13; and an antigen-binding
fragmemt of any of the foragoing antibodias. in one embadiment, the antibody has a binding
affinity for human IL-4R that Is substantially aquivalent to the binding affinity of L2H13 for human
IL-4R. Hybridoma cell lines that produce any such antibodies also are provided by the present
invention.

Ona example of a blological activity of L2H13 Is the abliity to function as both an IL-4
antagonist and an IL-13 antagonist. In one embodiment, an antibody of the Invention possessas
IL-4-blocking ectivity substantially equivalent to that of L2H13; and possesses IL-13-blocking
activity substantially equivalent to that of L2H13. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay (e.g., 88 measured In the CD23 expression assay described In Example 2).

Tha DNA sequence of the variable domain of the light chaln of L2H13 is presentad in SEQ
ID NO:5, and the encoded amino acld sequences [s presented In SEQ ID NO:8. The DNA
sequence for the variable domain of the heavy chain of L2H13 Is presented as SEQ ID NQ:39,
and the encodad amino ackl saquance |s presanted in SEQ ID NO:40. Antibodies of the present
invention include, but are not limited to, antibadles that comprise, In thair light chaln, residuas 1 to
108 of SEQ ID NO:8; and antlbodles that addlﬂona'lly or alteratively comprise, In thelr heavy
chaln, residues 1 to 115 of SEQ 1D NO:40,

Particular embadiments of antibodies of the present invention comprise, within the
variabte domain of thalr light chain, at loast one of the complemantarity determining regions
{CDRs), or hypervariable regions, found In the light chain of L2H13. CCRs of L2H13 are
discusead In example 5. Thus, among the antibodiss provided herein are those comprising from
one o all three of the following sequences In the light chain variable domain: amino acid residues
24-35; residues 51-57; and rasiduss 90-60 of SEQ ID NO:8. Particular antibodles provided herein
comprise, within the variable domain of thelr heavy chaln, at least ona of the CDRs found In the
heavy chain of L2H13. Thus, among the antibodles provided herein are those comprising from
one to all three of the following sequences in the heavy chaln variable domain: residues 31-35;
residuas 50-85; and residues 88-104 of SEQ ID NO:40.

In another embodiment, particular antibodias of the invention are selectad from the group
conslsting of L2H14; an antibody that Is cross-reactive with L2H14; an antibody that binds to the
same epitope as L2H14; an antibody that competes with L2H14 for binding to a cell that expresses
human IL-4R; an antibody that possasses a biological activity of L2H14; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodies. In one embodiment, the antibody has a binding
affinlty for human IL-4R that Is substantially equivalent to the binding affinity of L2H14 for human
IL-4R. Hybridoma call lines that produce any such antibodies also are provided by the presant
invention.

One example of a biologlcal activity of L2H14 is the ability to function as both an IL+4
antagonist and an IL-13 antagonist. In one embodiment, an antibody of the invention possesses
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|L-4-blocking activity substantially equivalent to that of L2H14; and possesses IL-13-blocking
activity subetantally aquivalent to that of L2H14, Such activity may be measured in any sultable
conventional assay (8.g., a8 measured in the CD23 expression assay described in Example 2).

The DNA sequence of the varlable domain of the light chain of L2H14 ls presanted in SEQ
iD NO:5, and the encoded amino acld sequencae Is presentad In SEQ ID NO:8. The DNA
sequence for the variable domain of the heavy chain of L2H14 |s presented as SEQ (D NO:41,
and the encoded amino ackd sequencs is presentad In SEQ ID NO:42. Antibodles of the present
Invention Includs, but are not limited to, antibodies that compriss, in thelr light chain, residues 1 to
100 of SEQ ID NO:8; and antibodias that additionally or altematively comprise, in thelr heavy
chain, residues 1 to 115 of SEQ ID NO:42,

Particular smbodiments of antibodies of the present invantion comprisa, within the
variable domalin of their light chain, at loast one of the complementarity determining reglons
{CDRs), or hypervariable regions, found in the light chain of L 2H14. CORs of L2H14 ara
discussed In example 5. Thus, among the antibodies provided herein are those comprising from
one to all three of the following sequencas In the light chain varlable domaln: amino acid residues
24-35; residues 51-57; and residues 90-80 of SEQ ID NO:8. Particular antibodiea provided herein
comprise, within the varlable domain of their heavy chain, at ieast one of the CDRs found in the
heavy chain of LZH14. Thus, among the antibodiea provided herein are those comprising from
one to all three of the following sequenceas In the heavy chain variable domain: resldues 31-35;
realduas 50-85; and residues 88-104 of SEQ ID NO:42,

In anothar embodiment, particular antibodles of the invention are selectsd from the group
consisting of L8H1; an antibody that is cross-reactive with LBH4; an antibody that binds to the
sameo epltope as L6H1; an antibody that competes with LBH1 for binding to a cell that expresses
human IL-4R; an antibody that possessas a biological actlvity of L8H1; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodles. In one embodiment, the antibody has a binding
affinity for human IL-4R that ls subetantially equivalent to the binding affinity of LBH1 for human IiL-
4R. Hybridoma call lines that produce any such antibodies also are provided by the present
Invention.

One example of a blological activity of L8H1 Is the ablilty to function as both an IL-4
antagonist and an IL-13 antagoniet. In one embodiment, an antlbady of the Invention possasses
1L.4-blocking activity substantially equivalent to that of LH1; and possesses IL-13-blocking activity
substantially equivalent ta that of L6H1. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay (e.g., as measurad in the CD23 expression assay described in Example 2).

The DNA sequence of the variable domaln of the light chain of LBH1 Is presented In SEQ
ID NO:13, and the encoded amino acid sequences Is pressnted In SEQ ID NO:14. Tha DNA
sequence for the variable domalin of the heavy chain of L8H1 Is presentad as SEQ ID NO:15, and
the encoded amino acld sequence is prasented in SEQ ID NO:18. Antlbodles of the present
invention Include, but are not limited to, antibodles that comprise, In their light chain, residues 1 to
100 of SEQ ID NO:14; and antibodies that additionally or altematively comprise, In their heavy
chaln, residues 1 to 115 of SEQ ID NO:18.

Particular embodiments of antibodies of the present Invention comprise, within the
variable domain of their light chaln, at least one of the complemeantarity detamining regions
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(CDRs), or hypervariable reglons, found in the light chain of L8H1. CDRs of L6H1 are discussed
in exampie 5. Thus, among the sntibodles provided hereln are those comprising from one to all
three of the following sequences In the light chain variable domaln: amino acld residuas 24-35;
residues 51-57; and residues 80-89 of SEQ ID NO:14. Particular antibodies provided henein
comprise, within the variable domain of their heavy chalin, at least one of the CDRe found In the
heavy chaln of L8H1. Thus, among the antlbodies provided herein are thoase compriaing from one
to all three of the following sequences In the heavy chain variable domain: residues 31-35;
reslduas 50-85; and reskduas 88-104 of SEQ ID NO:18.

in another ambodiment, particular antibodies of the invention are selected from the group
conslsting of L2H2; an antibody that Is cross-reactive with L2H2; an antibody that binds to the
same epitope as L2H2; an antibody that compelss with L2H2 for binding to a cell that expresses
human IL-4R; an antibody that possasses a biological activity of L2H2; and an antigen-binding
fragment of any of the faregoing antibodies. In one embadiment, the antibody has a binding
affinity for human IL-4R that s substantially equivalent to the binding affinity of L2H2 for human IL-
4R. Hybridoma cell Iinas that praduce any such antibodies aleo are provided by the prasent
invention.

One example of a blological activity of L2H2 Is the ablilty to function as both an IL-4
antagonist and an IL-13 antagonist. in one embodiment, an antlbody of the Invention possasses
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L2H2; and possessas IL-13-blocking activity
substantially equivalent to that of L2H2. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay {e.g., as measured In the CD23 axpression assay daescribed In Example 2).

The DNA sequenca of the variable domain of the light chain of L2H2 Is prasentad In SEQ
ID NO:5, and the encoded amino acld sequence Is presantsd In SEQ ID NO:6. The DNA
sequence for the variable domain of the heavy chain of L2H2 is presanted as SEQ ID NO:17, and
the encoded amino acld sequence is presented in SEQ ID NO:18. Antibodies of the prasent
Invention include, but are not limited to, antibodies that comprise, In thelr light chaln, residues 1 to
108 of SEQ ID NO:6; and antibodles that additionally or altsrnatively comprige, in their heavy
chain, residuea 1 to 115 of SEQ 1D NO:18,

Particular ambodiments of antibodies of the presant invention comprise, within the
variable domain of their light chaln, at least one of the compiementarity determining regions
(CDR#), or hypervariable reglons, found in the light chain of L2H2, CDRs of L2H2 are discussed
In axampie 5. Thus, among the antlbodies provided hereln are those comprising from one to all
three of tha following sequences In tha light chain varlable damain: amino acid residues 24-35;
resldues 51-67; and residuss 90-89 of SEQ ID NO:8. Particular antibodies provided herein
comprise, within the variable domain of their heavy chaln, at laast one of the CDRs found In the
heavy chain of L2H2. Thus, among the antibodles provided herein are those comprising from one
to all three of the foliowing sequences In tha heavy chaln variable domalin: residues 31-35;
regidues 50-85; and resldues 88-104 of SEQ ID ND:18.

In ancther embodiment, particular antibodies of the Invention are selected from the group
consisting of L2H3; an antibody that s cross-reactive with L2H3; an antibody that binds to the
same epitope as L2H3; an antibody that competes with L2H3 for binding to & cell that expresses
human IL-4R; en antibody that possesses a blological activity of L2H3; and an antigen-binding
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fragment of any of the foregoing antibodles. In one embodiment, the antlbody has a binding
affinity for human IL4R that is substantially equivalent to the binding affintty of L2H3 for human IL-
4R. Hybridoma cell lines that produce any such antibodies also are provided by the prasent
invantion. )

One example of a blological activity of L2H3 Is the abliity to function as both an IL-4
antagoniat and an IL-13 antagonist. In one ambodiment, an antibody of the invention possessas
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L2H3; and possesses IL-13-blocking activity
substantially equivalent to that of L2H3. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay (6.g., as maasured In the CD23 expression assay described in Example 2).

The DNA sequence of the variable domain of the light chain of L2H3 ls presented in SEQ
1D NO:5, and the encoded amino acld sequence is presented in SEQ ID NO:8. The DNA
sequencs for the variable domain of the heavy chain of L2H3 s presented as SEQ ID NO:19, and
the encodad amina acld sequence is presantad In SEQ ID NO:20. Antibodias of the present
invention Include, but are not limited to, antibodies that comprise, In thelr light chain, residuas 1 to
109 of SEQ ID NO:8; and antibodles that additionally or atternatively comprise, In thelr heavy
chain, resldues 1 to 115 of SEQ ID NO:20.

Particular embadiments of antibodies of the present Invention comprise, within the
variable domaln of their light chain, at laast one of the complementarity determining reglons
{CDRs), or hypervariable reglons, found in the light chaln of L2H3, CDRs of L2H3 are discussed
In example 5. Thus, among the antibodies provided hereln are those comprising from one to all
three of the following sequences in the light chain variable domain: amine ecld residues 24-35;
residues 51-57; and residuss 80-98 of SEQ 10 NO:6. Particular antibodies provided harein
comprise, within the variable domain of their heavy chalin, at least one of the CDRs found in the
heavy chain of L2H3. Thus, among the antibodles provikied herein are those comprising from one
to all three of the following sequences In the heavy chain variable domain: residues 31-35;
residues 50-85; and residues 98-104 of SEQ [D NO:20.

In another embediment, particular antibodies of the Invention are selected from the group
conslating of L2H6; an antibody that Is cross-reactive with L2H8; an antibody that binds to the
same epltope as L2H6; an antibody thet competes with L2H8 for binding to a call that expresses
human IL-4R; an antibody that possessas a blological activity of L2H8; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodies. in one embodiment, the antibody has a binding
affinity for human IL-4R that is substantially equivalent to the binding affinity of L2H8 for human IL-
4R. Hytridoma cell lines that produce any such entibodles elso are provided by the present
Invention. .

One exampile of a blologlcal activity of L2H6 is the abllity to function as both an IL-4
antagonist and an IL-13 antagonist In one embodiment, an antibody of the Invention poasasses
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L2H8; and possesses IL-1 3-blocking activity
substantially equivalent to that of L2H6. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay (e.g., as measured in the CD23 expression assay described In Example 2).

The DNA sequence of the variable domain of the light chain of LZH8 Is presented in SEQ
ID NO:5, and the encoded amino acld sequencs Is presentad In SEQ ID NO8. The DNA
saquencs for the variable domain of the heavy chain of L2H8 is presentad as SEQ ID NO:25, and
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the encoded amino acid sequence Is presanted in SEQ ID NO:28, Antibodles of the present
invention Include, but are not limited to, antibodies thet comprise, in thelr light chaln, residues 1 to
100 of SEQ ID NO:8; and antibodles that additionally or altemnatively comprise, In thelr heavy
chaln, residues 1 to 115 of SEQ |ID NO:28.

Particular embodiments of antlbodies of the present Invantion comprise, within the
variable domain of thelr light chalin, at laast one of the complementarity determining regions
(CDRs), or hypervariable regions, found In the light chain of L2H8. CDRs of L2H8 are discussed
in example 5. Thus, among the antibodlas provided herein are those comprising from one to all
three of the following sequancas In tha light chain varlable domaln: amino acld residues 24-35;
residues 51-57; and residues B0-8 of SEQ ID NO:8. Particular antibodiea provided herein
comprise, within the variable domaln of their heavy chaln, at iaast ons of the CDRs found In the
heavy chain of L2H6. Thus, among the antibodies provided herein are those compriaing from one
to gl threa of the following sequences In the heavy chain variable domain: resldues 31-35;
rasidues 50-85; and resldues 98-104 of SEQ ID NO:28.

In another embadiment, particular antibodies of the invention are selectad from the group
consisting of L2H7; an antibody that is cross-reactive with L2H7; an antibody that binds to the
same epitope as L2H7; an antibody that competes with L2HY for binding to a call thet expresses
human IL-4R; an antibody that possesses & blological activity of L2H7; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodles. In one embodiment, the antibady has a binding
affinity for human IL-4R that Is substantially aquivajent to the binding affinity of L2H7 for human IL-
4R. Hybridoma cell lines that produce any such antibodles also are provided by the present
Invention.

One example of a biological activity of L2H7 Is the abllity to function as both an IL-4
antagonist and an IL-13 antagonist. In one embodiment, an antibody of the Invention possesses
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L2H7; and pessesses IL-13-blocking activity
substantally equivalent to that of L2H7. Such activity may be measured in any sultable
conventional assay {e.g., as measured In the CD23 expression assay deacribed in Example 2).

The DNA sequence of the variable domain of the light chain of L2H7 Is presented In S8EQ
ID NO:5, and the encoded amine acld saequence Is presantad in SEQ ID NO:8. The DNA
sequence for the variable domain of the heavy chaln of L2H7 Is presentad as SEQ D NO:27, and
the encoded amino acld sequence Ia presented in SEQ 1D NO:28. Antibodies of the present
Invention include, but are not limitad to, antibodies that comprise, in thelr light chain, residues 1 to
109 of SEQ ID NO:6; and antibodlas that additionally or altematively comprise, In thelr heavy
chain, residuss 1 to 115 of SEQ ID NO:28.

Particular embodiments of antibodies of the present Invention comprisa, within the
variable domain of thelr light chain, at least one of the complementarity determining regions
(CDRs), or hypervariable reglons, found In the light chain of L2H7. CORs of L2HY ara discussed
In example 5. Thus, among the antibodles provided herein are those comprising from one to all
three of the following sequences In the light chain varlable domain: amino acld residues 24-35;
residues 51-57; and residuss 80-59 of SEQ ID NO:8. Particular antibodies providad herein
comprisa, within the variable domain of thelr heavy chain, at least one of the CDRs found In the
heavy chain of L2H7. Thus, among the antibodies provided herein are those comprising from cne
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to all three of the following sequences in the heavy chain varlable domain: residues 31-35;
rasidues 50-85; and residues 98-104 of SEQ ID NO:28.

In another embodiment, particular antibodias of the Invention are selacted from the group
consisting of L2H8; an antibody that Is cross-reactive with L2H8; an antibody that binds to the
same epitope as L2HS; an antibody that competes with L2H8 for binding to a cell that expressas
human IL-4R; an antlbedy that possesses a biological activity of L2H8S; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodies. In one embodiment, tha antibody has & binding
affinity for human IL-4R that is substantially equivalent to the binding affinity of L2H8 for human IL-
4R. Hybridoma cell lines that produce any such antibodies also are provided by the present
invention.

Ona sxample of a biclogical activity of L2HB is the abliity to function as both an 1L-4
antagonist and an IL-13 entagonist. In cne embodiment, an antibody of the Invention possassas
|L-4-blocking activity substantially equivalent to that of L2H8; and possessas IL-13-blocking actlvity
substantially equivalent to that of L2H8. Such activity may be measured In any suitable
conventional assay {e.g., a8 measurad In the CD23 expression assay described in Exampile 2).

The DNA sequence of the varlable domain of the light chain of L2H8 Is presented in SEQ
ID NO:5, and the encoded amino acld saquence ls presentad In SEQ ID NO®8. The DNA
sequencs for the variable domain of the haavy chaln of L2H8 Ia presented as SEQ |D NO:29, and
the encoded amino acid ssquance Is presentad In SEQ 1D NO:30. Antibodies of the present
Invention inciude, but are not limitad to, antibodies that comprise, In their light chain, residues 1 to
108 of SEQ ID NO:6; and antibodles that additionally or altematively comprise, In thelr heavy
chaln, realdues 1 to 115 of SEQ 1D NO:30.

Particular embodiments of antibodies of the present invantion comprise, within the
variable domain of thelr light chaln, at least one of tha complementarity determining ragions
(CDRs), or hypervariable regions, found in the light chaln of L2H8. CDRs of L2H8 sre discussed
in example 5. Thua, among the antibodles provided hersin are those comprising from one to all
three of the following sequences in the Hght chain variable domain: amino acid residues 24-35;
residuea 51-57; and residuas 50-99 of SEQ ID NO:6. Particular antibodles provided heraln
comprise, within the varfable domain of their heavy chaln, at least ons of the CDRs found In the
heavy chain of L2H8. Thus, among the antibodies provided herein are those comprising from one
to all three of the following sequences in the heevy chain varlable domain: residues 31-35;
residues 50-85; and residues 58-104 of SEQ ID NO:30.

In another ambodiment, particular antibodies of the Invention are selectsd from the group
consisting of L2HB; an antibody that Is cross-reactive with L2HB; an antibody that binds to the
same epitope as L 2HB; en antibody that competes with L2HA for binding to a cell that expresses
human IL4R; an antibody that possesses a biological activity of L2H8; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodiee. In one embodiment, the antibody has & binding
affinity for human IL-4R that la substantially equivalent to the binding affinity of L2HS for human IL-
4R. Hybridoma cell linee that produce any such antibodies also are provided by the present
Invention.

One example of a biological activity of L2H8 Is the ebillty to function as both an L4
antagonist and an IL-13 sntagonist. in one embodimant, an antibody of the invention possasass
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IL-4-blocking activity substantially aquivalent to that of L2HO; and possassea IL-13-blocking activity
substantially equivalent to that of L2H9. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay (e.g., as measured In the CD23 expression assay describad In Example 2).

The DNA seqguence of the variable domain of the light chain of L2H9 Is presented In SEQ

5 ID NO:5, and the sncoded amino acld sequencs is presantad in SEQ 1D NO:8. The DNA
sequence for the variable domaln of the heavy chain of L2H8 Is presented as SEQ ID NO:31, and
the encoded amino acid sequence is presaented in SEQ 1D NO:32. Antibodies of the present
Invention Include, but are not Iimited to, antibodles that comprise, In thelr light chain, residues 1 to
109 of SEQ ID NO:8; and antibodles that additionally or akematively comprise, In their heavy

10  chain, resldues 1 to 115 of SEQ ID NO:32.

Particular embodiments of anttbodles of tha prasent invantion comprise, within the
variable domalin of thelr light chain, at least one of the complementarity determining reglona
(CDRs), or hypervariable regions, found In the light chain of L2H8. CDRs of L2H9 are discussad
in example 5. Thus, among the antibodlas provided harein are thosa comprising from one to all

15 three of the following seguences |n the light chain variable domain: amino acld residues 24-35;
residues 51-57; and residues 80-89 of SEQ ID NO:6. Particular antibodies provided heraln
comprise, within the variable domalin of their heavy chaln, at lsast one of the CDRs found In the
heavy chain of L2H9. Thus, among the antibodles pravided harein are those comprising from one
to all three of the following sequences In the heavy chaln variable domain: residues 31-35;

20 residues 50-85; and residues 98-104 of SEQ ID NO:32.

In another embodiment, particular antlbodies of the invention are sslectsd from the group
conalsting of L2H10; an antibody that |s cross-reactive with L2H10; an antibady that binds to the
same epitops as L2H10; an antibody that competes with L2H10 for binding to & cell that expresses
humaen IL-4R; an antibody that possesses a biological activity of L2H10; and an antigen-binding

25 fragment of any of the foregoing antibodies. In one embodiment, the antibody has a binding
affinty for human IL-4R that is substantially equivalent to the binding affinity of L2H10 for human
IL-4R. Hybridoma cell fines that produce any such antlbodies also are provided by the present
Invention.

One example of a blological activity of L2H10 Is the abllity to function as both an IL-4

30  antagonist and an IL-13 antagonist. In one embodiment, an antibody of the Invention possesses
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L2H10; and possesees |L-13-blocking
activity substantially equivalent to that of L2H10. Such activity may be measured In any sultable
conventional assay (6.g., 88 measured In the CD23 expression assay described In Example 2).

The DNA sequence of the variable domain of the light chaln of L2H10 Ia presented In SEQ

35 1D NO:5, and the sncoded amino acid sequencs Ie presantad In SEQ ID NO:6. The DNA
sequence for the variable domalin of the hiavy chain of L2H10 is presented as SEQ ID NO:33,
and the encoded amino acid sequence le presented In SEQ ID NO:34. Antibodies of the present
Invention include, but are not limited to, antibodlas that comprise, In thelr light chaln, residues 1 to
108 of SEQ ID NO:8; and antibodies that additionally or attematively comprise, In their heavy

40 chain, SEQ ID NO:34.

Particutar ambodiments of antibadles of the present invention comprise, within the
variable domain of their light chaln, at least one of the complementarity determining reglona
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(CDRs), or hypervariable reglons, found In the light chain of L2H10. CDRe of L2H10 are
discussed in example 5. Thus, among the antlbodies provided hereln are thosa comprising from
one to all three of the following sequences In the light chain variable domain: amino acid residves
24-35; rasldues 51-57; and residues B0-99 of SEQ ID NO:6. Particular antibodies provided herein
comprise, within the variable domaln of thelr heavy chaln, at least one of the CDRs found in the
heavy chain of L2H10. Thus, among the antlbodles provided hereln are those comprising from
one to all three of the following sequences In the heavy chaln variable domain: residues 31-35;
residues 50-65; and residues 88-104 of SEQ ID NO:34,

In another ambodiment, particular antibodies of the Invention are aslected from the group
conslsting of L2H11; an antibody that Is cross-reactive with L2H11; an antibody that binds to the
same spitope as L2H11; an antibody that competes with L2H11 for binding to a call that expreases
human IL-4R; an antibody that possasses a biological ectivity of L2H11; and an antigen-binding
fragment of any of the foregoing antibodies. In one embodimant, the antibody has a binding
affinity for human IL-4R that Is substantially equivalent to the binding affinity of L2H11 for human
IL-4R. Hybridoma cell lines that praduce any such antlbodles also are provided by the present
invention.

One example of a blological activity of L2H11 Is the ablilty to function as both an L4
antagonist and an IL-13 antagonist. In one embodiment, an antibody of the Invention possesses
IL-4-blocking activity substantially equivalent to that of L2H11; and possessas IL-13-blocking
activity substantially equivalent {o that of L2H11. Such activity may be measured In any suitable
conventional assay {e.g., as measured In the CD23 expression assay described In Example 2).

The DNA sequence af the variable domatn of the light chaln of L2H11 I presented In SEQ
ID NO:5, and the encoded amino acld sequence s presentad in SEQ ID NO:8. The DNA
sequence for the variable domain of the heavy chain of L2H11 Is presented as SEQ ID NO:35,
and the encoded amino acld sequence Is presented In SEQ ID NO:36. Antibodles of the present
invention include, but are not limited to, antibodies that comprise, In their light chain, residues 1 to
108 of SEQ ID NO:8; and antibodles that additionally or altemativaly compriss, In their heavy
chain, residues 1 to 115 of SEQ 1D NO:38.

Particular smbodiments of antibodies of the pressnt Invention comprise, within tha
variable domain of thelr light chaln, at least one of the complementarity determining reglons
{CDRs), or hypervariable regions, found In the light chain of L2H11. CDRs of L2H11 are
discussed In example 5. Thus, among the antibodies provided herein are those comprising from
one to all three of the following sequences In the light chaln variable domaln: aming acld residuas
24-35; residues 51-57; and residues 90-99 of SEQ iD NO:8. Particular antibodies provided herein
comprise, within the variable domain of thelr heavy chain, at least one of the CDRs found In the
heavy chaln of L2H11. Thus, among the antibodles provided hereln are those comprising from
one io all thres of the following sequences in the heavy chain variable domain: residues 31-35;
residues 50-65; and residues 98-104 of SEQ ID NO:38.

Nucisic gcids
In one aspect, the present invention provides Isclated nucleic acld molecules. The nuclelc
ackis comprise, for axample, polynuciectides that encods an antibody of the invention, or a
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fragment, derivative, mutsin, or variant thereof, polynuclectides sufficient for use as hybridtzation
probes, PCR primers or sequencing primers for identifying, enalyzing, mutsting or amplifying a
polynuclectide encoding a polypeptide, ant-sense nudeic acida for Inhibiting expression of a
polynuclectide, and complementary sequences of the foregoing. The nucleic aclds can be any
length. They can be, for examplae, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 100, 125, 150, 175,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 750, 1,000, 1,500, 3,000, 5,000 or more nucleotides in length,
and/cr can comprise ong or more additional ssquences, for axampls, regulatory sequences,
and/or be part of a larger nucleic acld, for example, a vector. The nuclsic acids can be single-
stranded or double-atranded and can comprise RNA and/or DNA nucleotides, and artfficlal
variants thereof (e.g., peptide nucleic acids).

DNA encoding antibody polypeptides (s.g., heavy or Tight chaln, variable domain enly or
full length) may ba Isolated from B-cells of mice that have been Inmunized with IL-4R. The DNA
may be Isolated by conventional proceduras such as polymerasa chaln reaction (PCR). Phage
display Is another example of a known technique whereby derivatives of antlbodias may be
prepared. In one approach, polypeptidas that are componenta of an antibody of Interest are
expreased In any sultable recombinant expression system, and the expressed polypeptides are
allowed to assembie to form antibody molecules.

Figure 2 provides nuclelc acld sequencas encoding the varlable regions of the heavy and
light chain variable regions shown In Figure 3. Duae to the degeneracy of the genetic code, each of
the polypeptide saquances In Figure 3 also ls encoded by a large number of ather nuclelc acld
sequences. The present invention provides each degenerate nucisotide sequance sncoding each
antibady of the Invention,

The invention further provides nucleic acids that hybridize to other nuclelc acids (.e.g.,
nuclelc acids comprising a nucleotide saquenca of Figure 2) under particular hybridization
conditions. Methods for hybridizing nucleic acids are welk-known In the art. See, 6.g., Current
Protacols In Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1980), 8.3.1-8.3.6. As defined hereln, a
moderately stringent hybridzation condition uses a prewashing solution containing 5X sodium
chioride/sodium citrate (SSC), 0.5% SDS, 1.0 mM EDTA {pH 8.0), hybridization buffer of about
50% formamide, 6X SSC, and a hybridization temperature of 55° C (or other simitar hybridization
solutions, such ag one contalning about 50% formamide, with a hybridization temparature of 42°
C). and washing conditions of 80° C, in 0.5X SSC, 0.1% SDS. A stringent hybridization condition
6X SSC at 45° C, followed by one or more washas in 0.4X SSC, 0.2% SDS at 88° C.
Furthermore, one of sklll in the art can manipulate the hybridization and/or washing conditions to
increase or decreass the stringency of hybridization such that nucleic acids comprising nucleotide
sequences that are at least 85, 70, 75, 80, 85, 80, 95, 88 or 98% Identical t each other typically
remein hybridized to each other. The basic parametars affecting the choice of hybridization
condltions and guidance for devising sultable conditions are set forth by Sambrook, Fritsch, and
Manlatis (1889, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Preas,
Cold Spring Harbar, N.Y., chaptera 9 and 11; and Current Protocols in Molecular Blalogy, 1885,
Ausubel ef al., eds., John Wilay & Sons, Inc., sections 2.10 and 8.3-8.4), and can be readily

detsrmined by thosa having ordinary skill in the ert based on, for example, the tength and/or base
composition of the DNA.
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Changes can be Introduced by mutation Into a nuclelc acld, thereby leading to changes In
the amino acld ssquence of a polypeptide (8.g., an antibody) that it ancodes. Mutations can be
introduced by stendard techniques, such as site-directed mutagenesls and PCR-mediated
mutagenasis, Prefarably, conservative amino acid substitutions are made et one or more
predicted non-essentlal amino acld residues. Altematively, mutations can be introduced randomly
along all or part of the coding sequence, such as by saturation mutagenesis, and the resultant
mutants can be scresned for blological activity to Identify mutants that retaln activity (e.g.. binding
to IL-4 receptor). Following mutegenesis, the encoded protein can be expressed racombinantly
and the activity of the protain can be determined. The mutations can be Introducad Into a nucieic
acid without significantly altering the blologlcal activity of a peptide that it encodes. For example,
one can make nucleotide substitutions leading tc amino acid substititions at non-asaential aminoe
acld residues. In one embadiment, a nucleotide sequence provided In Figure 2, or a desired
fragment, variant, or derivative thereof, Is mutated such thet it encodea an amino acld sequence
comprising ane or more deletions or substitutions of amino acid residues that are shown In Figure
3 to ba residuas where two or more sequences differ. In anather smbodiment, the mulageneais
inserts an amino acid adjacent to one or mora amino acld residues ahown In Figure 3 to be
residues where two or more sequences differ. Aitematively, mutations can be Infroduced into a
nuclelc acid that salectively change the biological activity (e.g., binding of IL4 receptor, inhibliing
IL-4 and/or IL-13, sfc.) of a polypeptide that it encodes. For example, the mutation can
quantitatively or qualitatively change the blological activity. Examples of quantitative changes
includa Increasing, reducing or eliminating the activity. Examples of qualitative changes Include
changing the antigen speclficity of an antibody.

In another aspect, the presant invention provides nucleic acid moleculas that are sultable
for use as primers or hybridization probes for the detection of nuclelc acld sequences of the
Invention. A nuclelc acld molecule of the invention can comprise only a portion of a nuclelc acld
sequenca encoding a full langth palypeplide of the invention, for example, a fragment that can be
used as a probe or primer or a fragment encoding an active portion {e.g., an IL-4 receptor binding
portion) of a polypeptide of the Invention,

Probes basaed on the sequence of a nucleic acid of the invention can be used to detact the
nuclelc acid or simllar nuclelc acfds, for example, transcripts encoding a polypeptide of the
invention. The probe can comprise a labal group, 8.g., a radiolsotops, a flucrescent compound,
an anzyms, or an enzyme co-factor. Such probes can be used Identify a cell that expresses the
polypegptide.

In another aspect, the present Invention provides vectors comprising & nuclelc acid
encoding a polypeptide of the Invention or a portion thereof. Exampies of vectors Include, but are
not limited to, plasmids, viral vectors, non-episomal mammallan vectors and expreasion vectors,
for example, recombinant expresslon vectors.

The recombinant sxpression vectors of the invention can comprise a nuclelc acid of the
invention In a form sultable for expreasion of the nuclelc acid In a host cell. The recombinant
expression vectors include one or more regulatory sequences, selectad on the basis of the host
celis to be used for axprassion, which Is operably linked to the nuclelc acid sequence to be
expressad. Regulatory sequances include thoas that direct constitutive expression of a nucleotide




10

15

M92-WO ‘C O .

sequence In many types of host cells (6.g., SV40 early gene enhancer, Rous sarcoma virus
promoter and cytomegalovirus promolter), thase thet direct axpression of the nuclectide sequence
only in certaln host cells (e.g., tissue-speciic reguletory sequences, see Voas of &/., 1888, Trends
Blochem. Scl. 11:287, Manlatls ef &/, 1087, Sclence 236:1237, Incorparated by reference heraln in
their entiratias), and those that direct induclble expression of a nuclectide sequence In reaponse to
particular treatment or condition (e.g., the metellothionin promoter in mammalian cells and the tet-
responsive and/or streptomycin responsive promoter in both prokaryotic and eukaryotic syatems
(see id.). It will be appreciated by thosa skiliad in the art that the design of the expreasion vector
can depend on such factors as the cholce of the hoat call io be transformed, the level of
axpression of protein desired, sfe. The axpreasion vectora of the Invention can be introduced Into
host cells to thersby produce proteins or peptides, including fuslon proteins or peptides, encoded
by nucleic acids as described hereln.

In another aspect, the present invention provides host calls into which a recomhbinant
expression vactor of the invention has been Introduced. A host cell can be any prokaryotic call (for
exampie, E. calf) or aukaryotic cell {for example, yeast, insect, or mammailan cells {a.g., CHO
calls)). Vector DNA can be introduced Into prokaryotic or sukaryolic cells via conventional
tranaformation or transfection techniques. For stable transfection of mammallan cells, it Is knawn
that, depanding upon the axpreasion vactor and transfaction technique used, only a small fraction
of cells may integrate the foreign DNA into their genome. In order to Identify and select thesa
Intagrants, a gene that encodes a salectable marker (e.g., for resistance to aniiblotics) le generally
Introduced Into the host calls along with tha gene of Interest. Prefermed selactable markers Include
thoae which confer resistance to drugs, such as G418, hygromycin and methotrexate. Cells stably
transfected with the introduced nuclelc acid can be identified by drug selection {e.g., cella that

have Incorporated the selectable merker gene will survive, while the other cells die), among athar
methods.

ents. m 8 of es

Derivativas of antibodles directed against IL-4R may be prepared, and screened for
desired properties, by any of a number of known techniques. Certaln of the tachniques involve
Isolating DNA encoding a polypaptida chain {or portion thereof) of an antibody of Interast, and
manipulating the DNA through recombinant DNA technology. The DNA may be fused to enother
DNA of Interest, or altered (e.g., by mutagenesis or other conventional techniques) to add, delete,
of substitute one or mone amino acld residues, for example.

In one aspect, the present invention provides antigen-binding fragments of the antbhodies
of the Invention. Such fregments can consist entirely of anttbody-derived sequences or can
comprise additional sequences. Examples of antigen-binding fragments include Fab and F(ab');.
Other examples ara provided In Lunde ef /., 2002, Blochem. Soc. Trans. 30:500-08.

Single chain antibodies may be formed by linking heavy and light chain variable domain
{Fv region) fragments via an amino acid bridge (short peptide linker), resulting In a single
polypeptide chain. Such single-chain Fva (scFvs) have been prepared by fusing DNA encading a
peptide linker between DNAs ancading the two variable domaln polypeptides (V, and V). The
resulting polypeptides can fold back on themseives to form antigen-binding monomers, or they
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can form mulimers (e.g., dimers, trimers, or tetramers), depending on the length of a flaxible
linkar betwean the two variable domains (Kortt ot al., 1997, Prot, Eng. 10:423; Korit et gl., 2001,
Biomol. Eng. 18:95-108). By combining differant V, and Vy-comprising polypeptides, one can
form muttimeric acFva thet bind to different epitopes (Kriangkum et al., 2001, Biomol. Eng. 18:31-
40). Techniques devaloped for the production of single chain antibodies Include those described
in U.S. Patent No. 4,048,778; Bird, 1888, Sclence 242:423; Huston &t al., 1888, Proc. Natl. Acad.
Sdl. USA 85:5879; Ward sf a/., 1988, Nature 334:544, de Graaf ot /., 2002, Methods Mol Blol.
178:370-87. Single chain antibodies derivad from antibodles provided hereln (Inciuding but not
limited to acFvs comprising the varlable domain combinations L2H1, L3H1, L4H?, L5H1, L1H2,
L1H3, L1H4, L1HS5, L1H6, L1H7, L1HB, L1H8, L1H10, L1H11, L2H4, L2H12, L2H13, L2H 14,
L6H1, 12H2, L 2H3, L2HE, L2H7, L 2HB, 12H8, L2H10, and L2H111) are ancompassad by the
present invention.

Techniques are knawn for deriving an antlbody of a different subclass or isotype from an
antibody of Interest, /.e., subclass switching. Thus, IgG antibodles may be derived from an IgM
antibody, for example, and vice verss. Such techniques allow the preparation of new antibodles
that possess the antigen-binding propertias of a given antibody (the parent antibody), but also
exhibit biclogical properties assaclated with an antibody isotype or subcliass differant from that of
the parent antilbody. Recombinant DNA techniques may be employed. Cloned DNA encoding
particular antibody polypaptides may be employed in such procedures, 6.g., DNA encoding the
constant demaln of an antibody of the desired Isoctype. Sew also Lantto sf al., 2002, Methods Mol.
Blol.178:303-18.

Accordingly, the entlbodles of the present Invention Include those comprising, for
example, the variable domaln combinations L2H1, L3H1, L4H1, L5H1, L1H2, L1H3, L1H4, L1H5,
L1H8, L1H7, L1H8, L1He, L1H10, L1H11, L2H4, L2H12, L2H13, L2H14, L6H1, L2H2, L2H3,
L2H8, L2H7, L2H8, L2H9, L2H10, and L2H11, having a desired Isotype (for example, IgA, IgG1,
1gG2, igG3, igG4, IgM, IgE, and IgD) as well as Fab or F(ab')2 fragments thereof. Moreover, If an
igG4 Is desired, it may also be desired to Introduce a point mutation (CPSCP <> CPPCP) in the
hinge region as described in Bloom e a/., 1987, Protein Sclance 8:407, incorporatad by reference
herein) to alleviate a tendency to form Intre-H chain disulfide bonds that can lead to heterogeneity
In the IgG4 antibodles.

Moreover, tachnigues for deriving antibodlies having different properties (i.e., varying
affinitiea for the antigen to which they bind) are also known. One such technique, referred to as
chain shuffiing, Involvas displaying Immunoglobulin varlable domain gens repertoires on the
surface of fllamentous bactariophage, often referred to as phage display. Chain shuffing has
been used to prapare high affinity antibodles to the hapten 2-phenyloxazol-5-one, as deacribed by
Marks ef al., 1682, BloTechnology, 10:778.

Molecular evolution of the complernaentarity determining reglons (CDRs) In the center of
the antibody binding site has also baen used to Isolate antibodies with Increased affinity, for
sxampie, antibodles having increased affinity for c-erbB-2, as described by Schier et al., 19886, J.
Mol. Blol. 263:551. Accordingly, such techniques are useful in preparing antibodies to IL-4R.
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In particular embodiments, antibodles of the present Invention have a binding affinity (Ka)
for IL4R of at lsast 1 x 10", In other embodiments, the antibodies exhibit a Ka of at least 1 x 10°,
at lsast 1 x 10 or at least 1 x 10"

The presant Invention further Includes mutt-specific antibodies, for axample, bispecific
antibodies, e.g., wo different apltopes of IL4R, or an ephope of IL-4R and an epltope of IL-13R,
via two different antigen binding sites or reglons. Moreovar, bispecific antibadiea as disclosed
herein can comprise an antigen binding sits from one of the herain described antibodles and a
second antigen binding reglon from another of the herain describad antlbodlas. Alternatively, a
bispacific antibody may comprise an anligen binding site from one of the hereln described
antibodies and a sacond antigen binding site from another IL-4R antibody that is knawn In the art
{or one that can be prapared by known methods),

Numsrous methods of preparing bispecific antibodies are known In the art, and discussed
In US Patent Application 08/838.632, flled Aprll 20, 2001 (Incarporated by reference herain). Such
methods include the use of hybrid-hybridomas as described by Miisteln ef a/., 1983, Naiura
305:537, and others (U.S. Patent 4,474,893, U.S. Patent §,108,833), and chamical coupling of
antibody fragmentis (Brennan ef a/.,1885, Sclence 229:81; Glennile et al.,1987, J. Inmunol.
139:2387; U.S. Patent 8,010,802). Moregver, bispecific antibodies can be produced via
recombinant means, for example by using leucine zipper moleties {/.e., from the Fos and Jun
proteins, which preferentially form heterodimers; Kostelny ef al., 1992, J. Immnol. 148:1547) or
other lock and key Interactive domain structures as described In U_S. Patent 5,582,008. Additional
useful techniques Include those described In Korit ef ai., 1987, supra; U.S. Patent 5,858,083; and
U.8. Patent 5,807,708,

In another aspect, the prasent invention provides a derivative of an antibody. The
derivatized antibady can comprise any molecule or substance thet imparts a desired propaerty to
the antibody, such as Increased half-life In a particular use. The derivatized antibody can
compriae, for axample, a detectable (or labaling) molety {e.g., & radioactive, colorimetric, antigenic
or enzymatic molacule, a detecable bead (such as a magnetic or gold bead), or a molecule that
binds to another molecule (e.g., biotin}), a therapeutic or diegnostic molety (e.g.. a radloactive,
cytotoxic, or pharmaceutically active molety), or a molecule that increasss the sultablilty of the
antibody for a particular use {e.g., administration to a subject, such as a human subject, or other in
vivo or in vitro uses). Examples of molecules that can be used to derivatize an antibody are
albumin (e.g., human serum albumin) and polysthylane glycol (PEG). Albumin-linked and
PEGylated derivatives of antbodles can be prapared using techniguss well known In the arl. In
one embodiment, tha antibody I6 conjugated or otharwise linked to tranathyretin (TTR) ora TTR
varlant. The TTR or TTR variant can be chemically modified with, for example, a chemical
sslectad from the group consisting of dextran, poly(n-vinyl pyurrolidone), polyethylane giycols,
propropylens glycol homopolymers, polypropylene oxide/ethylene oxide co-polymers,
polyoxyethylated polyols end polyvinyl alcohols. US Pat. App. No. 20030195154,

ethods Inl L]
Methods provided herein comprise administering an anti-IL-4R antibody to a subject,
thereby reducing an iL-4-induced biological response that plays a role In a particular eondition. In
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particular embodiments, methods of the Invention involve contacting endogenous IL-4R with an
ant-IL-4R antibody, 8.g., In an ex vivo procedure.

Treatment ancompasses alleviation or prevantion of at least one symptom of a disorder,
or reductian of diseass severity, and the llke. An antibody need not effect a complete “cure”, or
eradicale every symptom or manifestation of a disaase, to constitute a viable therapeutic agant.
As I8 recognizad (n the pertinent flald, drugs employed as therapeutic agents may reduce the
severity of a given dlsease state, but need not abolish every manifestation of the diseass to be
regarded as useful therapsutic agents. One embodiment of the Invention Is direcled to & method
comprising edminiatering to a patient an IL-4R antagoniet In an ameunt and for a ime sufficlent to
induce a sustained Improvement over basaline of an Indicator that refiects the severity of the
particular disorder.

Antibodles that inhibit the binding of both IL-4 and IL-13 to cells are discussed herain. A
method for suppressing IL-4-induced and IL-13-induced activities In humana comprises
administering an effective amount of such an antibody. Conditions Induced by IL-4 or by IL-13, or
by both cytokines, thus may be treated.

As Is understiood In the pertinent fleld, antibodies are administered to a subjectin a
manner appropriate to the indication. Antfbodies may be administerad by any sultable technique,
including but not limited to parenterally, topically, or by Inhalation. If Injected, the antibody can be
administered, for example, via intra-articular, intravanous, intramuscular, intralesional, -
Intraperitoneal or subcutansous routes, by bolus Injection, or continuous infuaion. Locallzed
administration, e.g. &t a site of disease or Injury Is contemplated, as are transdermal dellvery and
sustained release from implants. Delivery by Inhalation includes, for axampla, nasal or oral
inhalation, use of a nebullzer, Inhalation of the antagonist In asrosol form, and the like. Other
altamatives include eyedrops; oral preparetions including plils, syrups, lozenges or chawing gum;
and topical preparations such as lotlons, gels, sprays, and ointments.

Use of ant-IL-4R antibodles In ax vivo procadures also Is contempleted. For example, a
patient’s blood or cther bodlly fluld may be contacted with an antibody that binds IL-4R ex vivo.
The antibody may be bound to a suitable Insoluble matrix or solid support meterial.

Advaniageously, antibodies are adminiatered in the form of e composition comprising at
least ona ant-IL-4R antibody and one or more additional components such as a phyalologically
acceptable carer, exciplent or diluent. The present invention provides such compositions
comprising an effective amount of an ant-IL-4R antibady, for uss In the methods provided hareln.

The compasitions contain anti-IL-4R antibody(-les) In, for exampla, any of the forms
described herein. The antibody may be a whole antibody or an antigen-binding fragment or
engineared derivative theracf, for example.

Compoaitions may, for axample, comprise an antibody together with a buffer, antioxidant
such as ascorbic acid, low molecular weight polypeptide (such as those having fewer than 10
amino acids), proteln, amino acld, carbohydrate such as glucose, sucrose or dextrins, chelating
agents such as EDTA, glutathione, and other stablitzers and exciplents. Neutral buffered saline or
saline mixed with conspecific serum albumin are examples of appropriate diluents. In accordance
with appropriate Industry standards, preservatives such as benzyl alcohol may also be added.
The compoastition may be formulated as a lyophiitzate using appropriate sxciplent solutions (e.g.,
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sucrose) as dlluents. Sultable components are nontoxdc to reciplants at the dosages and
concentrations employed. Further examples of components that may be employed In
pharmaceutical formulations are prasented In Remington’s Pharmaceutical Scisnces, 16 Ed.,
Mack Publishing Company, Easton, PA, 1880.

Kits for use by medical praciittoners include an ant-L-4R antlbody and a label gr ather
Instructions for use in treating any of the conditions discussed herein. The kit preferably Includes
a sterile preparstion of ons or more ant-iL-4R antibodies, which may be in the form of &
composition as disclosad above, and may be In one or more vials.

Dosages and the frequency of administretion may vary according to such faciors as the
route of administration, the particular antibody empioyed, the nature and severity of the disease to
be treated, whether the condition Is acute or chronic, and the size and general condition of the
subject. Appropriate dosages can ba detarmined by proceduras known In the pertinent art, 8.g. In
ciinical trials that may Involve dose escalation studles.

An antibody may be administered, for axample, once or more than once, ¢.g., at regular
intervals over a period of ime. In particular ambodiments, the antibody Is administered over a
period of at least a month or more, e.g., for one, two, or three months or sven Indefinltely. For
treating chronic condltions, long-term treatment ks generally most effective. Howevaer, for treating
acuta conditions, adminlstration for shorter periods, e.g. from one to six weeks, may be sufficient.
In general, the antibody Is administered until the patient manifests a medically relevant degree of
Improvement over baselina for tha chosen Indicator or Indicators.

Particular embodiments of the presant Invention Involve administering an antfbody at a
dosage of from about 1 ng of antibody per kg of subject’s welght per day ("1ng/kg/dey™ to about
10 mg/kg/day, more praferably from about 500 ng/kg/day to about 5 mg/kg/day, and most
preferably from about 5 ug/kg/day to about 2 mg/kg/day, to s subject. In addiional smbodiments,
an antibody I8 administersd to adults one ime per week, two imes per wask, or thres or more
times per waek, to ireat an IL-4 and/or iL-13 mediated diseass, condition or disorder, e.g., 2
medical disorder disclosed hereln. If injected, the effective amount of antibody per adult dose may
range from 1-20 mg/m?, and prefsrably s about 5-12 mg/m®. Alternatively, a fiat dose may be
adminlstered; the amount may range from 5-100 mg/dosa. One range for a flat dose is about
20-30 mg per dose. In one embodiment of the invention, a flat dose of 25 mg/dose s repeatedly
administerad by injection. If a route of adminfstration other than Injection Is used, the dose la
appropriately adjusted in accordance with standard medical practices. Ons axample of &
therapeutic regimen involves Injecting a dose of about 20-30 mg of ant-IL-4R antibody to one to
three times per week over a period of et least three weeks, though treatment for longer periods
may be necassary to Induce the deslred degree of Improvement. For pediatric subjects (age
4-17), one exemplary suitable regimen involves the subcutaneous Injection of 0.4 mg/kg, up to a
maximum dose of 25 mg of antibody administered two or three timea per week.

Particular embodiments of the methods provided hersin involve subcutaneous Injection of
from 0.5 mg to 10 mg, preferably from 3 to 5 mg, of an ant-HIL-4R antlbody, once or twice per
week. Another embodiment Is directed to pulmonary administration {e.g., by nebultzer) of 3 or
more mg of antibody once a week.
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Examples of therapeutic regimens pravided harein comprise subcutaneous Injection of an
ant-IL-4R antlbody once a week, at a dose of 1.5 to 3 mg, to treat asthmae. pulmonary sarcoidosls,
minimal change nephrosis, autolmmune uveitia, sickle cell crisls, Churg-Strauss syndromae,
Sjogren's syndrome, autoimmune lymphoproliferative syndrome, pre-eclampsia, autolimmune
hemolytic anemia, Barreit's esophagus, Grave's Disease, Kewasakl Disease, and cavitary
tuberculosls. Weekly adminisiration of anti-IL.-4R anifbody Is continued untll a deslred result is
achlaved, 6.g., the sublect’s symptoms subside. Treatment may resums as nesded, or,
altematively, maintenance doses may be administerad.

In another smbodiment, an antlbody Is administered to the subject in an emount and for a
time sufficlent to Induce an Improvement, preferably a sustalned Improvement, In at least one
indicator that reflects the saverity of the disorder that Is being treated. Various indicators that
reflect the axtent of the subjact’s liness, disease or candition may be assessed for determining
whethar the amount and time of the treatmant is sufficlant. Such Indicators include, for example,
clinically recognized indicators of disease severity, symptoms, or menifestations of the disorder In
queation. In most instancss, an improvement Is considered to be sustained If the subject axhibits
the improvement on at least two occaslons separated by two to four weeks. The dagree of
Improvemant genevally is determined by a physiclan, who may make this determination based on
signs or symptoms, and who may also empioy questionnaires that are administered to the subject,
such as quality-of-life questionnaires developed for a given disease.

As one example, in treating benign prostats hyperplasia, an ant-IL4R antibody la
administered to the subject In an amount and for a ime effactive In scar regression or complete
healing. Maintenance dosas may be given or treatment reeumed as needed.

Elevated lavels of IL-4 are associated with a number of disorders, as discussed above.
Subjects with a given disorder may be screened, to idantify thoae Individuals who have elevated
IL-4 isvals, or to identify those with an elevatad TH2-type Immune response, thereby ldentifying
the subjects who may beneftt most from treatment with an ant-IL-4R antibody. Thus, treatmaent
methods provided herein optionaily comprise a first step of measuring a subject’s IL-4 level. An
anti-IL-4R antlbody may be administered to a sublect in whom IL-4 lavels are slevated above
normal. Alternatively or additionally, a subject may be pre-screened to detarmine whether tha
subject has an elevaied TH2-type immune response, prior to administration of antibody(-lea)
and/or antagonkst{s) against one or more TH2-type cytokines.

A subject’s levels of IL-4 (and, optionally, of other TH2-type cytokines) may be monitored
during and/or after treatment with an antl-IL-4R antibody, to detect reduction In the levels of the
cylokines. For soma disorders, the incldencs of elevated IL-4 levels, and the balance between
TH1-type and TH2-type Immune responses, may vary according to such factors as the stage of
the disease or the particular form of the disease. Known tachniques may be empioysd for
measuring IL-£ lavels, e.g., in a subject's serum, and for assassing TH2-type Immune responses.
Cytokine levels In blood sampies may be measured by ELISA, or by a LUMINEX™ muiti-plex
cytokine assay (Luminex Corporation, Austin, TX) or DELFIA® (PerkinEimer LifeSciences, Wallac
Oy., Turku, Finland}, for example.

Particular embodiments of methods and compositions of the Invention Invoive the uss of
an antH-L4R antibody and one or more additional IL-4R antagonists, for example, twe ar more
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sntibodlies or antibody derivatives of the invention, or an antibody or antlbody derivative of the
invention and one or more other [L-4R antaganists. (n further ambodiments, ant-IL-4R antibodles
are administered alone or in combination with other agents useful for treating the condition with
which the patient Is affiictad. Examples of such agants Include bath protainaceous and non-
protelnacaous drugs. When muitiple therapeutics are co-administered, dosages may be adjusted
accordingly, as Is recognized in the pertinent art. “Co-administration” and combination therapy are
not limited io simultaneous administration, but include trestment regimens In which an IL-4R
antibody Is administered at least once during a course of treatmant that Involves administering at
least ane other therapautic agent to the patlent.

Examples of other agents that may be co-administered with IL-4R antibodies are other
antibodles, cytokines, or cylckine receptors, which are chossn according to the particular condition
o be treated. Altematively, non-protelinaceous drugs that are useful in treating one of the
particular conditions discussed above may be co-adminlstered with an IL-4R antagonist.

For treating IgE-medlated condltions, an ant-IL-4R antibody may bs co-administerad with
an IgE antagonist. One example is an anti-IgE antibody, e.g., XOLAIR® (Genentech, South San
Franclsco, CA). Humanized antl-igE monocional entibodies are described 'In. for example, Presta
of al., 1993, J. Immunol. 151:2823-32 and Adelroth of &/, 2000, J. Allergy Clin. Immunaol. 108:253-
50.

AntHL-4R antibodies may be co-administered with an IL-5 antagonlst, which may be a
molecule that Interferes with the binding of iL-5 to an IL-5 receptor, such as an ant-IL-5R or ant-
IL-5 antibody {e.g., a human or humanized ant-IL-5 or ant-IL-5R monoclonal antibody), or a
recaplor such as a solubla human 1L.-5 receptor polypeptids. 1L-5 has been implicated as playing
a rola in mediating allergic reaponsas. Thus, administration of antagonist(s) of IL-4R and IL-5 Is
contemplated for treatment of allergic reactions, Including but not limfted to allargic asthma,

Further examples of agents that can be used In conjunction with IL-4R antibodles include
ant-IL-4 antibodlas, IL-4 muteins, IL-4 binding derivatives of IL4R {as described In, a.g., U.S.
Patents 5,840,0888; 5,589,905, 5,856,208, 5,767,085, 5,717,072, 6,301,581, 8,548,855, 6,472,179,
and 5,844,088}, IL-13 binding derivatives of IL-13, IL-4 and/or IL-13 binding chimeric derivatives of
IL-<4R and IL-13R, IL-13 muteins, and sntsgonists of CD23 (e.g., anti-CD23 antibodies such as
IDEC-1562™ (IDEC Phammaceuticals, San Diego, CA), Phosphodiesterase 4 (e.g.,
ROFLUMILAST®, Byk Gulden Phamaceuticals, Konstanz, Germany), integrins (e.g., R411™,
Roche, Nutiey, NJ), TIMs, Gob5, STATS, and leukatrienes.

For traating asthma, an IL4R antibody may be co-administered with other anti-asthma
medications, such as inheled corlicosteroids, beta agonists, leukotriene antagonists, xanthines,
fluticasone, salmetarol, albuterol, non-steroldal agents such as cromolyn, and the like, IL-4R
antibodies may be co-administered with other anti-allergy medications to treat allergic reactions.

One ambodiment of the present Invention Is directed to co-administration of an antibody or
antibody derivative of the invention and fiuticasone and/or salmeterol to treat a disorder such as
asthma. Compositions comprising an antibody or antibody derivative of the invention, fluticasone,
and saimetsrol are provided herein. ADVAIR DISKUS® (GlaxoSmithKline, Research Trdangle
Park, NC) comprises fluticasone proplonate and salmeterol xinafoata. ADVAIR DISKUS © and
the antibody or antibody derivative can be dellvered by any routs of adminisiration effective for
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treating or preventing a particular disease, disorder, injury, or condition e.g., by Inhalation for
treating asthma,

Ancther axample of combination therapy comprisea co-administration of an antibody or
antibody darivative of the invention and an IL-8 antagoniat to a petlent who has asthma. Any
suitable IL-D antagonist may be employed, such as an IL-8 receptor {@.g., a soluble form thereof),
an antibody that Interferes with binding of IL-0 to a cell surface receptor {e.g., an antibody that
binds to IL-9 or to an IL-8 receptor polypeptida), or ancther compound that Inhibits IL-9-Induced
blological activity. IL-8 receptors Include those described In WO 983/18047 and U.S. Patents
5,789,237 and 5,962,288, which are hereby Incorporated by reference herein.

In an additional embodiment of combination therapy, a methed for treating ulcerative
coliis comprises co-adminiatration of an antibody or antibody darivative of the invention and at
least one IL-1 antagonist. Examples of IL-1 antagonists Include type | IL-1 raceptor, type |1 IL-1
recaptor, IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra), antagonistic (blocking) antibodies directad against IL-
1, and antagonlatic anttbodles directad against an IL.-1 raceptor. Varlous forms of the receptors
may be employed, such as fragments, varlants and fuslons, for example, a soluble form of type Il
iL-1 receptor, 6.g., as described In U.S. Patent 5,350,883, heraby Incorporated by reference
hatein.

One method of the present invention comprises co-administering an antibody or antibody
derivative of the presant invention, alone or In combination with an IL-13 antagonist(e), to a patiant
who has minimal change nephrosls, 6.g., to reduce severity of the diseass.

Another method provided herein Is a method for treating various allerglc Inflammatory
conditions, comprising co-administering an antibody or antibody derivative of the nvention and IL-
13 antagonist(s). Conditions such as asthma, allergles, and chronic lung diseasas such as cystic
fibrosis and chranic obstructive pulmonary disease are treated by such a method.

Any sultable IL-13 antagonist may be employed, Including but not limited to IL-13
receptors (preferably soluble forms therecf], IL-13 receptor antagonists, antibodies directed
against IL-13 or an IL-13R, other proteins that interfere with the binding of IL-13 to an IL-13R, and
compounds that Inhibit IL-13-mediated signal transduction. IL-13 receptors and heterodimers
comprising IL-13R polypeplides s components thereof are described above. Antibodies that are
raised against IL-4R may be screened for the abllity to also function as IL-13 antagonists, as
discussed abovs.

A method for treating or preventing a condiion characterized by reduced epithelial barrier
function comprisea co-administering an antibody or antibody derivativa of the invention and one or
more [L-13 antagonists. Such conditions are discuseed above. In one ambodiment, the condltion
is asthma. Particular embodiments are directed to co-administering one or mare antibodles or
antibody derivatives of the invention and one or more IL-13 antagonists to a patient having a
condttion Involving reduction of lung epithellal barrier function or Intestinal epithallal barrier
function, wherain both IL4 and IL-13 play a role In the reduced bamier function. The adverse
effact of IL-13 on lung and Intestinal epithellal barrer function can ba confimed using assay

techniques such as thoss dsacribed in Exampie 3, See also Zund et al., 1998, J. Biol. Chem.
271:7480-84.
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Another method provided herein comprises co-administering an antibody or antibody
derivative of the Invantion and Interferon-y (IFN-y) to a patient having a condition involving
reduction of lung epltheilal barrler function. Optonally, such a mathod further comprises co-
administering one or mone IL-13 antagonists to the patient (/.., co-administering an anttbody aor

5 antlbody derivative of the Invention, IFN-y, and an IL-13 antagonist). In one embodiment, the
palient has asthma. The antibody or antibady derivative of the invention, IFN-y, and/or IL-13
antagonist can be administerad via any method of delivery effective for treating or preventing a
particular diseasa, disorder, condition, or injury, e.g., for treating asthma, via inhalation or infection.

One method provided herein for treating asthma comprises administering an antibody or

10  antibody derlvative of the invention and Interferon-y to a human who has asthma. Another
method for trealing asthma comprisea co-administering an antibody or antibody derivative of the
invention, IFN-y, and an L-13 antagonist to a human who has asthma. In one embodiment, IFN-y
is co-administered to an asthmatic, together with en antibody that functions as an antagonist of
both IL-4 and IL-13. Examples of such antibodles are described elsswhere herein.

15 A single antibody or antibody derivative of the invention may function as an iL-4 aniagonist
and an IL.-13 antagonlst, as discussed above. As an example of such an agent, some antlbodies
raised against IL-4Ra may interfere with the binding of both IL-4 and iL-13 recaptor complexes,
due to the shared IL-4Ra componant In such muit-subunit receptor complaxes {discuasad above).

'. Thus, a single antibody or antibody derivative of the (nvention may ba employad In a8 method for

20  inhibling reduction of barrler function.

An entibedy or antlhody darivative of the Invantion may be co-administared with one or
more laukotriane recaptor antagonists to treat disorders such as allergkc Inflammatory diseases,
¢.g., asthma and allergles. Examples of leukotriene receptor antagonists Include but are not
limited to montelukast (e.g., SINGULAIR®, Merck & Co., Whitehouse, NJ), praniukast {e.g.,

25 ONON®, Ono Pharmaceuticals, Osaka, Japan), and zafirfukast (e.g.. ACCOLATE®,
AstraZaneca, Wilmington, DE). Drugs that function s 5-lipoxygenase Inhibltors may be co-
administered with an IL-4R antagonlst to treat asthma.

Methods provided herein comprise administering an antibody or antibody derivative of the
invention and one or more of the following to Churg-Strauss Syndrome patients: IL-4R

30  entagonist(s), IL-5 antagonisi(s), IL-13 antagonist(s) and IgE antagonist(s). One axample of such
a method involves co-adminlstering an antibody or antibody derivative of the invention and IL-5
antagoniat(s) to a Churg-Strauss Syndrome patient. In another embodiment, an antibody or
antibody derivative of the invention and IgE antagonist(s) are co-administered to the patient. In yet
another smbodimant, an antibody or antibady derivative of the invention and IL-13 antagonist(s)

35 are co-administered io the patient.

The hormone reiaxin may be co-administered with an antibady or antibody derivative of
the invention to treat sclaroderma (systemic scleroals), Idiopathic pulmonary fibrosis, or any other
disorder characterized by pulmonary fibrosis, such as the conditions involving fibrosis of the lung
that are discussed above. Recombinant human relaxin is preferred for use in treating humanes.

40 A method for treating benign prostate hyperplasia comprises co-administering an antibody
or antibody dertvative of the Invention and one or mors addttional ant-inflammatory agents,
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Examplas of agents that inhiblt Inflammation include tumor necrosls factor (TNF) antagonists and
IL-17 antagonists.

Any suitable IL-17 antagonist may be amployad, Including but not limited to an IL-17
recaeptor (¢.g., soluble forme thereof), IL-17 receptor antagoniats, antibodles directed agalnst IL-17
or an IL-17 receptoar, other proteins that interfere with the binding of IL-17 to an IL-17 receptor, and
compounds that inhiblt IL-17-mediated signal transduction. An IL-17 receptor, Including soluble
forms thereof and oligomers thereof, is dascribed in WO 96/28408, hereby incorporated by
referance. An altemative methed provided herein comprises administering an IL-17 antagonist to
treat & patient with benign prostata hyperplasia.

Likewise, any sultable TNF antagonist may be empioyed, including but not limited to a
TNF receptor (preferably soiuble forms thereof), fusion proteins comprising a TNF receptor (or
compriaing the TNF-binding portion of a TNF recaptor), TNF recaptor antagonists, antibodlies
directad against TNF or a TNF receptor, other proteina that Interfere with tha binding of TNF to a
TNF racaptor, and compounds that Inhibit TNF-mediated signal transduction. Further examples of
TNF inhibitors are the drugs thalldomide and pentoxyfyliine. The TNF receptor protein known as
P75 or pB0 TNF-R preferably s employed. A prefamed TNF antagonist Is a soluble human TNF
recaptor (sTNF-R) In dimeric form, such as dimers of sTNF-R/Fc fusion proteins. One such dimer
Is etanercept (ENBREL®, Immunex Corporation, Seatile, WA). p75/p80 TNF-R, Including solubla
fragments and other forms thereof, Is described in WO 81/03553, hereby incorporated by
refarence herein.

Accordingly, In one embodiment of the present Invantion, an antibody or antibody
derivative of the Invention is co-administared with a TNF antagonist ta treat any condition in which
undesirable IL-4R-mediated and TNF-induced Inmune responses piay a role, such as
inflammation. One method provided herein comprises co-administering an antibody or antibady
derivative of the Invention and a TNF anhgoﬁlst to a patient with inflammatory bowel disease,
Crohn's disease, or ulcerative calitis. Other embodiments are directsd to a method comprising co-
administering an antibody or antibody derivative of the Invention and a TNF antagonist to a patiant
who has Kawasaki Disssss, autoimmuna hemolytic anemia, autolmmune uveorstinitis,
autolmmune lymphopraliferative syndrome, Sjogren’s syndrome, chronic fatigue syndrome, or
hepatotoxicity iInduced by a drug such as diciofenac.

Ancther method provided hersin comprigses co-administering an antibody or antibody
derivative of the Invention and a TNF antagonist to a pregnant woman who has developed pre-
eclampsia. In one embodiment, the administration of the antibody or antibody derivative of the
invention TNF-antagonist continues for the duration of the pregnancy.

Suitable dosages of etanercept will vary according to the nature of the disease to be
treated, disease ssverity, the size of the patient (e.g., adult or child), and other factors, as Is
recognized In the pertinent field. In one ambodiment of the methods provided herein, ENBREL® Is
administered twice a week by subcutaneous injection at a dose of from 1 to 25 mg. One
embodiment of a pediatric dosage is 0.4 mg/kg. Particular methods provided hersin comprise co-
administration of an antibody or antibody derivative of the Invention and ENBREL® to a patient has
autoimmune lymphoproliferative syndrome or Sjogren's syndrome, wharein ENBREL® s given by
subcutaneous injection at a dose of from 1 to 25 mg.
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For treating graft versus host disease {"GVHD"), an antlbody or antibody derivativa of the
Invention ls co-administered with at teast one of the following agents: & TNF antagonist, an (L-1
antagonist, steroids, or corticosteroids. In one embodiment, the TNF inhibitor is ENBREL®. in
ancther embodiment, the IL-1 antagonist is a soluble form of type Il IL-1 receptor, e.g., a8
described in U.S. Patent 5,350,683. In ancther embodiment, the GVHD Is aasoclated with (e.g.,
develops subsequent to) bone marmow transplantstion. An antibody or antibady derivative of the
invention may be employad in combination with at least one of the above-listed agents, in methods
for suppressing an immune response directed againat tranapianted calls, tissue, and/or
allcantigen.

A number of cytokine antagonists and other aganta/drugs are diaclosed herein as being
useful for combination therapy (e.g., co-administration with an antibody or antibody derivative of
the Invention) in treating particular diseases. Itls to be understood that such antagonists, agents,
or drugs also find use as single agents in treating those diseases. It alsc Is to be understoad that
disclosure of methods Invoiving administration of an antagonist to a particular cytokine, to treat a
disease, ancompassaes administration of ona type of antagonist, and also encompasses
administration of two or more different antagonists for that cytokine, unless specified otherwise.

EXAMPLE 1: Preparation of Monocional Antibodies

This example demonsirates a method of preparing monocional antibodies recognizing the
human IL-4 receptor.

IL-4 recaptor polypeptides may be employed as immunogens In generating monoclonal
antibodles by conventional techniques, e.g., techniques described in U.S. Patent 5,508,805,
hereby Incorporated by reference In is entirety. It Is recognized that polypeptides in varicus forms
may be emplayed as immunagena, &.g., full langth proteins, fragmants thareaf, fusion proteins
thereof such as Fc fusions, cells axpressing the recombinant protain on the cell surface, eic.

To summarize an axample of such a procedure, an IL4R immunogen emulsified in
complete Freund's adjuvant Is injected subcutaneously into Lewis rats, in amounts ranging from
10-100 pl. Three weeks later, the immunized animals are boosted with additional iImmunogen
amulsifled in Incompiete Freund's adjuvant and boosted every three weeks thereafter. Serum
samples are pariodically taken by retro-orbital bleeding or tall-tip excision for testing by dot-blot
assay, ELISA (enzyme-linked immunosorbent aesay), or inhibltion of binding of 1251-1L4 to
extracts of |L-4R-expreasing cells. Following detection of an appropriate antibody titer, positive
animals are given a final Intravenous injection of antigen in saline. Three to four days later, the
animals are sacrificad, spienocytes harvested, and fused to the murine myeloma cell line AG8853.
The resulting hybridoma call lines are pletad in multiple microtiter plates In a HAT selective
medium (hypoxanthine, aminopterin, and thymidine) to Inhibit proliferation of non-fused calls,
mysloma hybrids, and splean cell hybride.

Hybridoma clones thus generated are screened for reactivity with IL-4R. Initlal scresning
of hybridoma supematants utilizes an antibady capture and binding of partially purified 12514
receptor. Hybridomas that are positive In this screening method are tested by a modified antibody
capture to detect hybridoma cells lines that are producing blocking antibody. Hybridomas that
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secrete 8 monocional antibody capabie of inhiblting 1251-IL-4 binding to cells expressing IL4R are

thus detectsd. Such hydridomas then are injected into the perlioneal cavities of nude mice to
produce ascltes containing high concentrations (>1 mg/ml) of ant-IL-4R monocional antibody.
The resulting monocional antibodiee may ba purified by ammonium sulfate precipitation followed
by gel exclusion chromatography, and/or affinity chromatography basad on binding of antibody to
Protein G.

Mathods for ganerating human antibodies in transgenic mice have been described and
are well known In the art. Ses, a.g., Chen &f al., 1893, intamat. Immunol. 5: 647-58: Chen ef al.,
1883, EMBO J. 12: 821-30; Chol st al., 1983, Nature Genetics 4: 117-23; Fishwild et al., 1988,
Nature Blotech. 14: 845-51; Harding ef al., 1985, Annals New York Acad. Scl.; Lonberg ef al..
1864, Nsiure 368: 856-59; Lonberg, 1854, Handbook Exper.| Pharmacol. 113: 48-101; Lonberg et
al, 1805, Intemal Rev. Immunol. 13: 85-93; Morrison, S, 1984, Nature 388: 812-13; Neuberger,
1906, Nature Biotach. 14: 826; Taylor of a/,, 1992, Nuc. Ackis Res. 20: 6287-85; Taylor of al.,
1994, Intemat. immmunol. 8: 576-81; Tomizuka et a/., 1087, Nature Genetics 16: 133-43; Tomlzuka
ot al., 2000, Proc. Nat. Acad. Scl. USA §7: 722-27; Tualllon ef al., 1893, Proc. Nat Acad. Scl. USA
B0: 3720-24; Tuallion st 8., 1894, J. Immunol. 152: 2012-20; Russel st al., 2000, Infection and
Immunity April 2000: 1820-28; Gallo et a/., 2000, Eur. J. Immunol. 30: 534-40; Davis at al., 1999,
Cancer Metastasis Rev. 18:421-25; Green, 1998, J. immunol. Methods 231:11-23; Jakobovits,
1898, Advanced Drug Delivery Rev. 31:33-42; Green st al., 1888, J. Exp. Mad. 188: 483-95;
Jakobovits, 1888, Exp. Opin. Invest. Drugs 7: 607-14; Tsuda st al., 1887, Genomics 42: 413-21;
Mendez af al., 1887, Nature Genetics 15; 148-58; Jakobovits, 1968, Waelr's Handbook of
Experimental Immunology. The intagrated Immune System Vol. IV, 184.1-184.7: Mendez ef
&1.,1895, Genomics 26: 204-307; Jakobovits, 1884, Current Bicl. 4; 781-83; Arbones, 1854,
immunity 1: 247-80; Green of. al., 1984, Nature Gonetics 7: 13-21; Jakabovits ef a/,, 1983, Nature
382: 255-58; Jakohovits ef al., 1993, Proc. Nat. Acad. Scl. USA 80: 2551-55.

EXAMPLE 2: Assay for Assessing Blocking Activity

This axample demonstrates an assay that can be used to identify antibodies thet reduce
IL-4 and/or iL-13-dependent expression of CD23. The assay Is based on the abliity of both IL-4
and IL-13 to enhance the axpression of the activation-assoclated surface antigen CD23 on human
B cells.

Antibodles ralsed against human IL-4R (hulL-4R) are tasted either in the form of
hybridoma supematants or purified protein. Pror to addition to cultures, the antibodies are buffer
exchanged against culture medium (RPMI 1640 plus 10% heat-inactivated fetal bovine serum) by
centrifugation, using Centricon filter devices (Amicon) with a 10kDa cutoff.

Human paripheral biood B cells are purified as described previously (Morris ef af., 1960,
J. Biol. Chem. 274:418-23). The B cells (3x10%well) In culture medium are placed n 86-well
round-bottomed microtiter plates and preincubated at room temperature for 30 min with test
antibodies st the final concentrations Indicated. Recombinant human IL-4 or IL-13 Is then added
to the cuitures at the concentrations Indicated, and cells are cultured for 20-24 hours et 37°C In a
humidified atmosphere of 5% CO;. At the end of the culture period, cells are washed once in PBS
+0.02% NaN, In the 86-well culture plate and are resuspended In blocking burffer (2% normal
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rabbit gerum + 1% normal goat serum in PBS + NaN,). Phycoerythrin (PE)-conjugated CD23
monocional antlbody {mAb) or PE-conjugated Isotype control mAb (both from Pharmingen) are
then added to cells at a final dllution of 1:10. Cells are incubated for 30 minutes at 4° C, washed
x3 In PBS + NaN; and analyzed on a FacScan (Bacton Dickinson) for CD23 expreasion,.

Calis cultured with hybridoma growth medium or isotype-matched non-blocking human
ant-hiL-4R antibody are included as negative controis. An ant-hulL-4R murine mAb (MAB 230,
R&D Systems, Minneapolls, MN), previously shown to block the binding and function of both hil.-4
and hiL-13, is used as a positive control for nautralization of CD23 induction by IL-4 and IL-13.

EXAMPLE 3: Assays for Measuring Loss of Barrier Function

This example provides methods of assessing the abliity of an IL-4 antagonist to inhibit [L-4
Induced damage to epithelial issue and ioss of epithellal barrier function.

In one aspect, the present invention provides a method of using an IL-4 antagonist to
inhibit IL-4-induced damage to epithelium, including but not limited to lung epithellum or intestinal
epithelium. Damage to epithellum can result In loas of barrier function. The following are non-
limlting examples of tachniques that may be employed in assessing the abillty of an IL-4
antagonist to inhiblt IL-4-induced damage to epithellum and Ioss of epithellal barrier function.

Calls that may be employed In preparing in vitra modals of epithelium (epithellal barriars)
are known. For example, Calu-3 human lung eplthelial cells are sultabla for use In barriaer function
studies (Ahdish et al., 2001, Am. J. Physlol. Call Physlol. 281:C2029-38). Ancther sultable cell line
is the human Intestinal apithellal cell line designated T84. T84 calls are cultured under conditions
that reautt in formation of a monolayer of eplthellal cells on a permeable support, as described In
Madara et a/., 1985, J. Cell Blol., 101:2124-33, Madara et a/., 1989, J. Clin. Invest. 83:724-27, and
Youskim et al.,, 1998, Am. J. Physlol, 2768 (Gastrointest. Liver Physlol. 38):G1279-88. The thus-
generated epithallal monolayer simulates the Intestinal eplthellal barrier.

The cultured monoiayers are tested for a propariy (e.g., resistance to passive
transepithelial lon flow) that can distinguish an Intact eplthellum from a damaged eplthellum. One
such assay determines whether a particular radiolabeled compound ls able to cross an epithallal
monolayer. Leakage of the radlolabeled compound through the monolayer Indicates that the
barrier is permeable rather than Intact. For example, mannitol flux analysis can be used to detect
epithellal damage by assessing the movement of radiolabeied mannltol {e.g., *H mannitol) across
a monolayer (sse Madara and Stafford, supra).

Other axemples of methods for assessing the condition of an epithelial Include Imaging
methods (e.g., those discussed In Madara and Stafford, supra) and transeplithellal electrical
resistance measurements (s.g., those discussed In Youskim and Ahdieh, supra).

U.S. Patent 8,033,688 ("the ‘688 patent”), Incorporatad herein by references In its entirety,
also describas procedures that may be amployed in studies of barrier parmeabillty; sae, e.g.,
Exampias 1 and 4 of the patent. Human tracheal epithellal cells are cultured under conditions that
yleld & monolayer exhibiting transepithelial electrical rasistance. Transepithellal resistance
(indicating an Intact barrier) ls determined using a voltmeter. The effect of a substance or
treatment on the epithellal monolayer ls assessed by exposing the monolayer to the substance or
treatment, and then measuring ion trensport activities in Ussing chambers (column 8, lines 40-58).
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Similar procedures can be conducted using monolayers that are genereted from other types of
celis, e.g., bronchial epithelial cells from a human cystic fibrosls patlent (see the ‘888 patent,
example 4, column 11).

Thus, the abliity of a substance’s or treatment’s abllity to Inhibit IL-4~Induced reduction In
the barrier function of an epithelial layer can be assessed by axposing the apithallal layer to IL-4
and to the substance or freatment, assaying the cond!tion of tha apithellal layer, and comparing
the condition of the spithsiial laysr to the condition of an apithellal layer that has been axposed to
IL-4 In the absence of the substance or condition. An Improvement In the condition of the
eplihealial iayer exposad to the substance or treaiment relative to an eplthellal layer not exposed to
the substance or treatment Indicates that the substance or treatment to Inhiblts IL-4 Induced
damage io epithelilal tissus and loss of eplthelial barier function.

In one such aseay, a monolayer of T4 celis sarved as an /n vitro mode! of an Intastinal
eplthellal barrier, as discussed above. IL-4 added to the basolateral side of polarized epithellal
cells was found to reduce barrfer function by 70% within 48-72 hours of treatmaent. When a
soluble IL-4 receptor polypeptide consisting of the extraceliular domain was added at the same
time as IL-4, the reduction In barrier function wae pravented, and the barrier was maintained at the
same level as untreated (control) cells,

The assay procedure also was conducted on a monolayer derived from lung epithelial
cells, which served as an in vifro modal of a lung eplthellal barrler. IL-4 added to the basolataral
side of polarized lung epithellal cells was found to reduce barriar function by 50% within 48-72
hours of treatment. When the IL-4 receptor polypeptide was added at the same time as IL-4, the
reduction In barrier function was prevented, and the berrier was maintained at the same level as
untreated {(control) cells.

EXAMPLE 4: Assays for Measuring Binding Activity

This example provides methods of assessing the binding activity of an ant-L.-4R antibody.

Ant-hulL4R (or a variant, derivative, or fragment thereof), is radiolabeled with '*| using a
solid phase chioramine-T analogus {(IODOGEN®, Plerce, St. Louts, MO) or othar, sultabie
radiolabeling tachnique, to a spacific activity of approximately 3 x 10'® cpm/mmoi. Loss of
bloactivity is assessad by comparing binding inhibltion or other biological Inhibition assay with the
corresponding uniabeled protsin. Alternatively, inhibition of rediolabeled IL-4 binding by anti-huiL-
4R (or a variant or fragment thereof) can be measured. Equilibrium binding assays on cells
expressing IL-4R are performed In 98-well microtiter trays substantially as described in Idzerda, et
al., 1980, J. Exp. Med. 171:3 861-73. Briefly, serlal dilutions of radlolabeled protein in binding
medium (RPMI 1640, 2.5% BSA, 20 mM HEPES, 0.02% sodium azide, pH 7.2), supplemented
with 0.5 mg/ml humaen IgG and 5% human serum), are incubatad with cella (2.5 x 1068/wsll) for 2
hours at 4° C in a total volume of 150 microliters. Free and bound radiolabelad probes are
separated by microfugation through a phthalate-oll separation mixture and counted In a gamma
countar. Inhibltion assays use rediolabeled protein at a constant concentration of 0.5 nM In the
presence or absence of potantial Inhibitors. Nonspecific binding Is determined In the presences of
a 100-fold excess of uniabalad pratein. Theoretical curves based on single-aite competitive
Inhibition model are fitted to the data as deacribed In Dower ef al., 1684, J Immunol. 132:751.
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Percent inhibition la calculated according to the equation I(%) = [100 K{IV[1+ Ka(L) + Ki(1)], where
| Is the molar concentration of Inhlbitor, L Is the molar concentration of radiolabeled protein, and Ki
and Ka are the affinlty constants of inhibltor and proteln, raspectvely.

Equilibrium binding and competitive Inhibition isotherms may also determined in 98-well
microtitor plates coatad with IL-4R/Fc or a control F¢ protein, captured through goat ant-human Fc
polycional antibody (or other suttable ant-human Fe antibody). Briefly, platsa are incubated with 5
micrograms/mi ant-human Fe in PBS at 4° C, washed twice with PBS, and then incubated with 1L-
4R/Fc or a control Fc protein in PBS/0.01 % Tween 20 for about 12 hours at 4° C and washed
again twice with PBS. Equllibrium binding Isotharms use serial dilutions of '*I-labeled binding
protain In binding medium, and inhibition assays use a constant of 0.5 nM %) 1abeled ant-hulL-4R
in the prasenca or absencs of unlabeled, potentlal compstittve inhibltors, as described above.
After 2 hours at 4° C, plates are washed twice In PBS, and specifically bound protein (s releasad
with 50 mM citrate (pH 3.0), or SDS treatment, and released '**I-labeled ant-hulL4R measured
on a gamma counter. Data are processed as deacribed In Dower ef &l., supm.

Binding activity may also be assessed by surface plasmon resonanca ueing a BIACORE
blosansor (BlAcore Intemational AB, Uppsala, Sweden). Briefly, goat-antihuman IgG, gamma
chain-apecific (or other sultable gamma chain-specific antibody; GHFC) is covalently coupled to
biosenscr chips using a standard amina coupling procedure and reagents according to the
manufacturer's instructions. Anti-hulL4R or @ control antlbody is Injected over the immobliized
GHFC, and verying amounts of IL-4R are independently passed over a GHFC coatad chip
(negative control) as well as an ant-hulL-4R-coated chip. Regenaration of the chip Is
accomplished with one 10-microiiter puise of 100 mM phasphoric acid at 10 microliters/minute. All

binding Is performed In HBS (10 mM HEPES, 0.15 M NaCl, 3.4 mM EDTA, 0.02 % NaN3, 0.005 %
surfactant P20, pH 7.4).

EXAMPLE 5: IL-4 Recaptor Binding Antibodles
This example provides the amino acid saquences, and the nuciectide saquences

encoding them, of the variable domains of the heavy and light chains of antibodies and antibody
derivatives that bind to huilL-4R.

A fully human IgG4 antibody compriaing the light chain varisble reglon of L1 and the heavy
chaln variable reglon of H1 was isolated as deacribed in Example 8 of WO 01/82340 (published
Dec. 8, 2001), Incorporated herein by reference In its entiraty.

The variable reglon of heavy chain H1 was lsolated by cDNA cloning from the hybridoma

cell line that producad antibody L1H1 via the polymerase chain reaction (PCR) using the following
oligonucieotides as primera:

GTi:GACGCCGCCACCATGGA(A/G]'IT(G/T)GGGCTGAGCNG {8EQ ID NO:70)
Sal I

Degenerate; complamentary to VH3030

CTTGACCAGGCAGCCCAGGAC {8BEQ ID NO:71)
Complementary to hulgG, 3’ of Apa I site
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The amplification product wae Insertad as a Sal l/Apa | fragment Into pGem-T easy
{Promega, Madison, W1). In order to improve cleavage, the native H1 leader sequence was
replaced with the VH3-30 leader sequence (Matsuda ef al., 1983, Nature Genetics 3:88-84).

Qligonuciectide-based mutagenesis of the heavy chaln variable domain of H1 was usad to
create the heavy chaln varlable domaln sequencas H2-H14, shown In Figure 3. Each of these
haavy chaln variable domain sequences was shown to bind, in combination with the iight chain
variable domain sequence of L1, to IL-4 receptor aipha using an enzyme-inked Immunosorbent
aesay (ELISA).

Nalve human light chain variable genes were generated by PCR from human B cells and
used to construct a varlable reglon cDNA gene library. These wene screened in comblination with
the heavy chain varable reglon H1 for binding to human iL~4 recepior. Light chain varieble
reglons L2-L8 were identified using this method. Their nucleotide and amino acld sequences are
shown in Figures 2 and 3, respactively, wherain the CDR reglans of each chain are indicated (n
bold and undaeriined In L1. The famework (FR) reglons also are indicated.

To clone the human kappa constant reglon, RNA was Isolated from a murine hybridoma
cell line exprassing a human kappa light chain using the RNeasy Minl Kit {Qilagen, Valencla, CA).
The RNA was reverse transcribed using a First-Strand cDNA Synthesls Kit (Amersham Pharmacla
Blotech, Piscataway, NJ). The human kappa light chaln nuclelc acld was amplified by PCR from
the cDNA as a Baw |/Not | cassette using primers: '

ATCAARACGTACGATGGCTACACCATCTGTCTTCATC (BEQ ID NO:73)
BeiwW I

GTTTARACGCAGCCGCAGATCCTARCACTCTCCCCTGTTGARGCTCTTT (SEQ ID NO:73)
Not 1

The light chain variable reglons L1 and L2 were Independently joined to the human kappa
light chain constant reglon as follows: a Nhe UBs/ W| DNA fragment encoding the light-chain
variable reglon of L1 and the Bs! WI/Not | DNA fragment encoding human kappa constant reglon
DNA fragment were simuitaneously subcloned into a pDC400 mammallan expression vector
(deacribed In Girl of al., 1984, EMBO J. 13:2822-30 and US Pat. No. 8,642,358, Incorporated
herein by reference In their entiretias) using a Vk!ll leader sequence. The Vkill lsader sequence
was constructad as a Sa/ I/Nhe | cassetie by PCR amplification of Kozak (Kozak, 1989, J Cell Blol.
108:220-41) and Vklll A27 (Straubinger et al., 1988, J Mol Blol. 109:23-34) leader sequences
using the following oligonuclectides as primers:

GTCGACGCCGCCACCATGGAAACCCCAGCGCAGCT T CTCTITCCTCCTGCTACTCTGACTCCCAGA
Sal I

TACCGCTAGCGAMATTATGTTGACGCAGTCTCCA (SEQ ID NO:74)

TGGAGACTGCGT CAACACAATTTCGCTAGCGGETATCTGGAAGCCAGAGTAGCAGGAGGAAGAGALD
CTGCGCTGEGETTTCCATGETEGGCGGCGTCGAC (SEQ ID NO:75)

al I
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The last six nucleotides In the natural Vkill A27 leader were replaced with the nuclectides
encoding an Nhe | site. This resulted in amino acld changes from threanine to glycine and alanine
to serine, but did not affect the clsavage site.

Each heavy chaln variabla reglon H1, H4, and H14 was Joinad to a human IgG4 constant
region as follows: a Sal VApa | DNA fragment encoding the heavy-chain variable region of H1 and
an Apa |iNot | DNA fragment encoding human IgG4 constant region (SEQ ID NO:77) were
simultaneously Inserted Into Sa/ |/Nof | digasted mammallan expression vector pDC400 (described
in GId ot al., 1864, EMBO J. 13:2822-30) using a VH5a lsader sequancae that was modified st its 3’
end io encode an Nhe | site:

ATAGGGTCAACCGCCATCCTIGGCCTCCTCCTAACTGTTCICCAAGGAGTCGCTAGC
{(BEQ ID NO:76) Nhe 1

As a result of this change, the last two amino acids are alanine and serine, whareas the
last two amino acide of the wild type VHS5a are cysteine and alanine. Site-directed mutagenesis
was used on the H4-ilgG4-encoding consiruct o make constructs comprising the H12 and H13
heavy chain variable reglons. The nuclecotide and amino acld sequences of H1-H14 are shown In
Figures 2 and 3, respectively, whereln the CDR reglons of each chain are indicated In bold and
underiined In H1. The framework (FR) reglons aiso are Indicated.

Antibodles and/or antibody derivatives comprising the varieble domain combinations
L1H1, L1H2, L1H3, L1H4, L1H5, L1HB, L1H7, L1H8, L1H8, L1H10, LTH11, L2H1, L2H2, L2H3,
L2H4, L2HS, L2H6, L2H7, L2HS, L2HS, L2H10, L2H11, L2H12, L2H13, 1.2H 14, L3H1, L4H1,

L5H1, and L8H1 were tested using a blochemical binding assay and/or the method of Exampile 2
and found to bind to IL-4 receptor.

EXAMPLE 8: Spacies and Sequence Speciicity of Antibadiss

This example provides a method for determining the species and sequence specificity of
an antibody that binds to the IL-4 meceptor.

A fluorescence-activated cell sorter (FACS) binding assay can be used to evaluate the
specles and/or sequence speclficity of an anti-IL-4 receptor antibody. The extracellular domain of
iL.-4 receptor comprises a cytokine recepter domain (domain 1) and a fibronectin type lii domain
{domain Il) (Hage et al, 1889, Cell 87:271-81). Constructs comprising human IL4 receptor
domains | and/or i, murine lL-4 receptor domalns | and/or I, combinetions of human and murine
IL-4 receptor domalns | and [l, or fragments of human or murine [L-4 raceptor domaine | and/or Ii
are exprassed e@s C-terminal, inframe fuslons with chicken avidin, (Murine IL-4 recaptor
sequences are provided In, for example, Schulte et al., 1987, J. Exp. Med. 186:1418-20, Wrighton
et al., 1982, Growth Factors 6:103-18, Harada ef al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sdl. U.S.A. 87:857-
81. Mosiley of al., 1980, Call 58:335-48.) The fusion protein expression veclors are Individually
transiently transfected into 283T cslls. The conditioned media are used as the source of fusion
protein without purification. The avidin tag of the IL-4 receptor construct is captured from solution
by a biotin-coated bead. A FITC labeled anti-avidin antibody Is used to detect the avidin portion of
the fusion contstruct. An ant-iL4 receptor antibody is incubated with the blotin-captured 1L-4
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receptor construct. FITC labeled mouse F(ab')y; anti-human igG Is usad as a secondary antibody
for detection. The bead-antibody mixture Is subjected to FACS analysis on a Becton Dickinson
Bloecienca FACScan (BD, Franklin Lakes, NJ).

Using the above method, it was found that several ant-IL.-4 recepior antibodles desacribed
heraln bound well to a construct comprising domalns | and Il of human IL-4 receptor but did not
bind to a construct comprising domains 1 and 1l of murine IL-4 recepior. The antibodiea bound
weakly to a construct comprising domain | of human IL-4 receptor {but not comprising domaln II)
and not &t all to a construct comprising human IL-4 receptor domain [l {but not comprising domain
1). It was further found that the antibodles bound well to a construct comprising domaln { of human
IL-4 receptor and domalin Il of murine IL.-4 receptor.

The foregaing examplas, bath working and prophetic, are non-imiting and are provided to
llustrate particular embodiments of the Instant invention. All references cited herein are
incorporated by referance in their entireties.
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What Is claimad is:

1. An Isolated antibody, comprising elther
a) a light chaln varlable domaln comprising an amino acld sequencs selected from the group

consisting of. -
1) a sequence at least 80% identical to a sequence selectad from the group conalsting

of SEQ ID NO:4, 6, 8, 10, 12, and 14,
Il) a sequence of at laaet 15 contiguous amina aclda of a sequence selected from the
group conslsting of SEQ ID NO:4, 6, 8, 10, 12, and 14,
Ill) a sequence that Is encoded by a nucleotide sequence that Ia at east B0% identical
to a nucfeotide sequence gelectad from the group consisting of SEQ ID NO:3, 5, 7, 8.
11, and 13, and
iv) a sequencae that ls encoded by a nuclectide saquence that hybridizes under
moderately stringent conditions to the complement of a nucleotide sequence selected
from the group consisting of SEQ ID NO:3, 5, 7, 9, 11, and 13,

or

b) & heavy chain variable domain comprising an amino acld sequencs selected from the group

conslsting of:
I) & sequence at laast B0% identical to a sequance selectad from the group conslating

of SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 38, 40, 42, 44, 486, 48, 50, 52,
54, 58, 58, 680, and 62,
1) a sequence of at least 15 contiguous amine acids of a seguence selected from the
group coneisting of SEQ D NO:18, 18, 20, 22, 24, 28, 28, 30, 32, 34, 38, 38, 40, 42,
44, 48, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 80, and 62,
i) a sequence that Is encoded by a nucleotide sequence that Is at least 80% Identicai
o a nuclectide sequanca selected from the group conslsting of SEQ 1D NO:15, 17,
19, 21, 23, 25, 27, 28, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 48, 51, 53, 55, 57, 59, and
61, and
Iv) a sequenca that ls encodad by a nucleotida sequence that hybridizes under
moderately stringant conditions to the complement of a nucieotide sequence selected
from the group conslsting of SEQ ID NO:15, 17, 18, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37,
39, 41, 43, 45, 47, 48, 51, 53, 55, 57, 59, and 61,
or
c) sald light chain variable domain of a) and said heavy chain variable domain of b),
with the provieo that sald antlbody does not comprisa both the light chain variable domain amino
acld sequence of SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:83, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:87, or SEQ ID NO:89,
and the heavy chaln variable domaln amino acid sequence of SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:64, SEQ
ID NO:86, or SEQ ID NO88,

and wherein sald anilbody binds to the human IL-4 receptor.

2 The antlbody of Claim 1, comprising elther
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g) a light chaln variable domain comprising an amino acld sequence selected from the group

consisting of: .
1) a sequence at least 85% identical to a sequence selected from the group consisting

of SEQ ID NO4, 8, 8, 10, 12, and 14,
Ii) a sequenca of at least 25 contiguous amino aclds of a sequencs selscted from the
group consisting of SEQ ID NO:4, 6, 8, 10, 12, and 14,
ill) a sequence that is ancoded by a nuclectide sequence that Is at laast 85% identical
to a nucleotide sequence selectad from the group conslisting of SEQ ID NO:3, 5,7, 9,
11, and 13, and
iv} a sequence that Is encoded by a nucleotide sequence that hybridizes under
stringent condttions to the complament of a nucleotide sequence selectad from the
group conslsting of SEQ ID NO:3, 5,7, 9, 11, and 13,

or

b) a heavy chain variable domain comprising an amino acld sequence selectad from the group

conslsting of.
i) a saquence at least 85% identical to a sequence selecied from the group conaisting

of SEQ ID NO:16, 18, 20, 22, 24, 28, 28, 30, 32, 34, 30, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52,
54, 56, 58, 80, and 82,
1) a saquence of at least 25 contiguous amino acids of a sequence selected from the
group conslisting of SEQ ID NO:16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42,
44 48, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, and 62,
iii) @ sequenca that s encoded by & nuclectide sequence that Is at lsast 85% ldentical
to a nuclectide saquenca salectad from the group consisting of SEQ ID NO:15, 17,
18, 21, 23, 25, 27, 28, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 40, 51, 53, 55, 57, 50, and
61, and
iv) a sequencae that is encoded by a nucleotide sequanca that hybridizes under
stringent conditions to the complement of a nucleotide sequence sslectad from the
group consisting of SEQ ID NO:15, 17, 18, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41,
43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, and 81,

or

¢) sald light chain variable domaln of a) and sald heavy chain variable domain of b).

i The antlbody of Claim 2, comprising elther

@) a light chain variable domain comprising an amino acid sequenca selected from the group
conslsting of:
I} a saquence at least 90% Identical to a saquence eelected from the group consisting
of SEQ ID NO:4, 6, 8, 10, 12, and 14,
il) a sequence of at least 35 contiguous amino acids of a saquence selected from the
group conaslsting of SEQ ID NO:4, 8, 8, 10, 12, and 14, and

19
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iii) a sequenca that Is encoded by a nuclectide saquence that Is at least 80% identical
to a nucleotide sequence seiectad from the group conasisting of SEQ ID NO:3, 5,7, 9,
11, and 13,

or

b) a heavy chain variable domaln comprising an amino acld sequence selected from the group

conslating of:
1) a sequence at least 50% identical to a sequence salected from the group consisting

of SEQ iD NO:18, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 30, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52,
54, 58, 50, 60, and 82,
i) & sequence of at least 35 contiguous amino aclds of a sequence selectad from the
group conaisting of SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 28, 28, 30, 32, 34, 38, 38, 40, 42,
44, 48, 48, 50, 52, 54, 56, 50, 60, and 62, and
lii) a sequence that is encodad by a nuclectide saquence that Is at least 90% identical
to e nuclectide sequenca selected from the group consisting of SEQ ID NO:15, 17,
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 30, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, and
81,

or

c) said light chain variable domain of a) and sald heavy chain variable domain of b).

4, The antibody of Claim 3, comprising elther

a) a light chaln variable domain comprising an amino acld sequence selected from the group

consisting of:
1) a sequence at laast 05% Identical to a sequence selected from the group consisting

of SEQ ID NO:4, 8, B, 10, 12, and 14,

Il) a sequence of at laast 50 contiguous amino acids of a sequence selacted from the
group consisting of SEQ ID NO:4, 8, 8, 10, 12, and 14, and

lil) a saquenca that Is encoded by a nucleotide sequence that la at lsast 85% dentical

to a nuclectide sequence selected from the group conasisting of SEQ ID NO:3, 5, 7. 9,
11, and 13,

ar

b) a heavy chain variable domain comprising an amino acld sequence selected from the group

conslsting of:
1) a sequence at least 95% identical to & sequenca selected from the group consisting

of SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 28, 28, 30, 32, 34, 38, 3B, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52,
54, 58, 58, 80, and 62,

Il) a sequence of et [east 50 contiguous amino acids of a saquence selected from the
group conasisting of SEQ 1D NO:18, 18, 20, 22, 24, 28, 28, 30, 32, 34, 38, 38, 40, 42,
44, 48, 48, 50, 52, 54, 58, 58, 60, and 62, and

) a sequence that is encoded by a nucleotide sequenca that Is at least 95% Identical
to a nucleotide saquence selected from tha group conslsting of SEQ ID NO:1S, 17,

7
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10, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 48, 51, 53, 55, 57, 59, and
61,
or

c) said light chain variable domain of a) and sald heavy chain variable domain of b).

5. The antibody of Clalm 4, comnpriaing slther
a) a light chain variable domain comprising an amino acid sequence selactad from the group

consisting of:
I) a sequence at least 87% Identical to a sequenca selected from the group conalsting

of SEQ ID NO:4, 8, 8, 10, 12, and 14,

li) a sequence of at least 70 contiguous amino aclds of & sequence selectad from the
group conalsting of SEQ ID NO:4, @, 8, 10, 12, and 14, and

if) a sequence that Is encoded by a nucleotide sequence that Is at least 97% ldentical
to a nucleotide sequence salected from the group conslating of SEQ ID NO:3, 5,7, 8,
11, and 13,

oF .

b) e heavy chain variable domain comprising an amino acld sequence selected from the group

conslating of:
1) a sequenca at laast 97% Identical to a sequence selected from the group consisting

of SEQ 10 NO:18, 18, 20, 22, 24, 28, 28, 30, 32, 34, 3B, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52,
54, 56, 58, €0, and 62,
il) a sequenca of at least 70 contiguous amino acids of a sequence selected from the
group coneleting of SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42,
44, 48, 4B, 50, 52, 54, 586, 58, 80, and 62, and
i) a sequenca that is encoded by & nuclectide sequenca that s at least 67% Identical
to a nuclectida sequence selected from the group conalsting of SEQ ID NO:15, 17,
18, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 50, and
61,

or

¢) said light chain variable domain of a) and sald heavy chain variable domain of b).

8. The antlbody of Clalm 5, comprising either
a) a light chain varlable domain comprising an amino acld sequence salected from the group

consisting of:
) a sequence at least 99% Identical to a sequance selected from the group conslating

of SEQ ID NO=4, B, 8, 10, 12, and 14,

i) a saquence of at least 50 contiguous amino ackis of a sequencs selected from the
group conslsting of SEQ 1D NO:4, 4, 8, 10, 12, and 14, and

lii) a sequence that Is encoded by a nucleotide sequence that Is at least 68% Identical

to a nucleotida sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:3, 5, 7, 9,
11, and 13,
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or

b) a heavy chain variable domaln comprising an amino eckd sequence selected from the group

conslsting of:
I) a sequence at least 89% Identical to a sequence selected from the group consisting

of SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 486, 48, 50, 52,
54, 58, 58, 60, and 62,
Il) a sequence of at least 80 contiguous amino acids of a sequance aelectsd from the
group conslsting of SEQ ID NO:16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42,
44, 48, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, and 62, and
i) a sequence that is encodext by a nuclectide sequence that is at least 99% Identical
to a nuclectide sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:15, 17,
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 48, 51, 53, 55, 57, 59, and
81,

or

c) sakd light chaln variable domaln of a) and sald heavy chaln variable domein of b).

7. The antibody of Claim 8, comprising either
a) a light chain varlable domain comprising an amino acid sequence selected from the

group consisting of SEQ 1D NO4, 8, 8, 10, 12, and 14,

or
b) a heavy chaln variable domain comprising an amino acld sequence selected from
the group consisting of SEQ ID NO:18, 18, 20, 22, 24, 286, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40,
42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 58, 58, 60, and 62,

or

) sald light chaln variable domain of a) and sald heavy chain variable domain of b).

8. The antibody of Claim 1 compsising sither
a) a light chain varlable domaln comprising an aminc ecid sequence that differs from SEQ ID
NO:4 by at Isast one amino acld substitution selectad from the group consisting of S28T,
S30N, 830G, 831N, S32D, 832N, AS2T, S54Y, T57P, T578, G93D, Sb4H, S84R, POBA,
PB7G, and TGOM,
or
b) a heavy chain variable domain comprising an amino acid sequence that differs from
SEQ 1D NO:16 by at least one amino acld substitution selectad from the group conslisting of
NS58S, Y101W, F102Y, D103T, D103N, D103P, Y104H, Y104N, Y104W, and Y104R, and T86M
or
c) sald light chain variabla domaln of a) and said haavy chain variable domaln of b).
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9. The antibody of Claim 1 comprising either
a) a light chain varlable domaln comprising a sequance of amino acids that differa from
SEQ ID NO:4 only by:
1) atleast one amino acid substitution selected from the group consisting of S28T,
S30N, S30G, 831N, 832D, Sa2N, A52T, S54Y, TS7P, TS7S, GO3AD, S84H, SO4R, PIGA,
PO7G, and T8OM, and
I} atleastone amino acid substitution selected from the group conslisting of E1D,
L4M, STT, GOA, K4A0R, F50Y, S88F, S7TTT, V88l K105R, V108L, and E107D,
or
b) a heavy chaln variable domain comprising a sequancs of amino acids that diffars from
SEQ ID NO:186 only by:
1) atleast one amino ackd substitution selected from the group conslisting of NSBS,
Y101W, F102Y, D103T, D103N, D103P, Y404H, Y104N, Y104W, and Y104R, and
1} atleast one amino acid aubstfution selected from the group consisting of Q8E,
H13Q, G24A, R86S, and MO0T,
or
c) the light chain variable domain of a} and the heavy chaln variable domaln of b).

10. The antibady of Claim 1, wherein:

a. the light chain CDR1 comprises a sequence selected from the group conslsting of
residues 24-35 of SEQ ID NO:8, residues 24-35 of SEQ ID NO:8, residuaa 24-35
of SEQ ID NO:10, residues 24-35 of SEQ ID NO:12; and resldues 24-35 of SEQ
10 NO:14, or

b. the light chain CDR2 comprisea a sequence selected from the group consisting of
resldues 51-57 of SEQ ID NO:4, resldues §1-57 of SEQ [D NO:8, residues 51-57
of SEQ ID NO:10, and reskduas 51-57 of SEQ ID NO:12, or

c. the light chain CDR3 comprises a sequence selactad from the group consisting of
rasidues 90-89 of SEQ ID NO:4, residues 80-89 of SEQ ID NO:6, residuaes 50-98
of SEQ |D NO:8, and rasidues 80-89 of SEQ (D NO:14, or

d. the heavy chain CDR1 comprises the sequencs residues 31-35 of SEQ ID NO:18,
or

e. the heavy chain CDR2 comprises a sequence sslected from the group consisting
of residues 50-85 of SEG 1D NO:18, and residues 50-85 of SEQ ID NO:18, or

f. the heavy chain CDR3 comprises a sequence sslected from the group consisting
of residuas 80-88 of SEQ ID NO:4, residues 88-104 of SEQ ID NO:18, residuss
88-104 of SEQ ID NO:20, residues 88-104 of SEQ ID NO:22, residues 88-104 of
SEQ ID NO:24, residues 88-104 of SEQ ID NO:28, residues 88-104 of SEQ ID
NO:30, and residussa 88-104 of SEQ ID NO:34.
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11. The antibody of Claim 10, whereln:
a. the light chaln COR1 comprises a sequence selected from tha group consisting of
residues 24-35 of SEQ ID NO:8, residues 24-35 of SEQ ID NO:8, residuea 24-35 of
SEQ ID NO:10, residues 24-35 of SEQ ID NQ:12; and residues 24-35 of SEQ ID
NO:14, and
b. the light chain CDR2 comprises a sequence selacted from the group conslsting of
reskdues 51-57 of SEQ ID NO:4, residues 51-57 of SEQ ID NO:8, residues 51-57 of
SEQ ID NO:10, and reslduas 51-57 of SEQ ID NO:12, and
c. the light chain CDR3 comprises a saquence selected from the group consisting of
residues 80-88 of SEQ ID NO:4, residues 80-08 of SEQ ID NO:8, residues 80-88 of
SEQ ID NO:8, and res!dues 90-99 of SEQ ID NO:14,
d. the heavy chain CDR1 comprisas the sequence reslduss 31-35 of SEQ ID NO:18,
and
e. the heavy chaln CDR2 comprises a sequance salected from the group consisting
of realduas 50-85 of SEQ ID NO:18, and residuas 50-85 of SEQ ID NO:18, and
f. the heavy chain COR3 comprisas a sequenca selected from the group conslisting
of resldues §0-89 of SEQ ID NO:4, residues 98-104 of SEQ ID NO:18, residuas 98-
104 of SEQ ID NO:20, residues 88-104 of SEQ ID NO:22, residues 98-104 of SEQ ID
NO:24, residues 98-104 of SEQ ID NO:28, residues 98-104 of SEQ ID NO:30, and
residuas 98-104 of SEQ 1D NO:34.

12. The antibody of Claim 1 wherein:
a) the lght chain FR1 comprises a saquence selected from the group consisting of
residuas 1-23 of SEQ ID NO:4, residuea 1-23 of SEQ ID NO:10, residuas 1-23 of
SEQ ID NO:12, and residues 1-23 of SEQ ID NO:14, or
b} the light chain FR2 comprises a sequence selected from the group conslsting of
residuaes 38-50 of SEQ 1D NO:4, and residues 38-50 of SEQ ID NO:14, or
c) the light chain FR3 comprises a sequence selactsed from the group conslisting of
residues 58-88 of SEQ ID NO:4, residues 58-89 of SEQ ID NO:10, and residues 58-
88 of SEQ ID NO:12, or
d) tha light chaln FR4 comprises a ssquance selected from the group conaisting of
residues 100-108 of SEQ ID NO4, residuss 100-108 of SEQ ID NO:8, and residues
100-108 of SEQ ID NO:12, or
) the heavy chain FR1 comprises a sequence selected from the group consisting of
rasidues 1-30 of SEQ ID NO:18, and resldues 1-30 of SEQ ID NO:42, or
f) the heavy chain FR2 comprises the sequence of residues 38-40 of SEQ ID NO:186,
or
@) the heavy chain FR3 comprises s sequence selectsd from the group conslsting of
residues 86-87 of SEQ ID NO:18, residues 86-87 of SEQ ID NO:18, and resldues 88-
97 of 8EQ 1D NO42, or

h) the hsavy chaln FR4 comprises tha sequence of residues 105-115 of SEQ ID
NO:18.
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13. The antibody of Claim 12 wherein:
a) the light chaln FR1 comprises a sequence selactad from the group conslsting of
residues 1-23 of SEQ ID NO:4, resldues 1-23 of SEQ ID NO:10, residuss 1-23 of
SEQ ID NO:12, and residues 1-23 of SEQ ID NO:14, and
b} the light chain FR2 comprises a sequence selected from the group consisting of
residuse 38-50 of SEQ 1D NO:4, end residues 38-50 of SEQ 1D NO:14, and
c) the light chaln FR3 comprises a sequence selacted from the group consisting of
residues 58-80 of SEQ 1D NO:4, realduse 58-89 of SEQ 1D NO:10C, and residues 58-
88 of SEQ ID NO:12, and
d) the light chain FR4 comprises a sequence selected from the group conalsting of
residues 100-108 of SEQ |D NO:4, residues 100-108 of SEQ ID NO:8, and reskdues
100-100 of SEQ 1D NO:12, and
a) the heavy chain FR1 comprisgs a sequence selacted from the group conelsting of
residues 1-30 of SEQ ID NO:18, and residues 1-30 of SEQ ID NO:42, and
f) the heavy chain FR2 comprises the sequence of residues 38-40 of SEQ ID NO:18,
and
@) the heavy chain FR3 comprises a sequenca salected from the group consisting of
residues 88-87 of SEQ |1D NO:16, residues 86-87 of SEQ ID NO:18, and residues 88~
97 of SEQ ID NO:42, and

h) the heavy chain FR4 comprises the sequence of residues 105-115 of SEQ ID
NO:18.

14. The antibody of Claim 1, wherein aaid antibody is selectad from the group conelsting of
L1H1, L1H2, L1H3, L1H4, L1H5, L1H8, L1H7, L1H8, L1H8, L1H10, L1H11, L2H1, L2H2,
L2H3, L2H4, L2HS, L2H8, L2H7, L2H8, LZH8, L2110, L2H11, L2H12, L2H13, L2H14, L3H1,
L4H1, L5H1, and LBH1.

15. The antlbody of Claim 1 wherein sald antibody Is a human, humantred, or chimeric
antibody.

18. The antibody of Claim 1 whereln sald antibody s a monocional antibody.
17. The antibody of Claim 1 wherein said antibody Is selected from the group consisting of an
igD, IgE, IgM, IgG1, igG2, IgG3, IgG4, and igBG4 having &t least cne mutation In a hinge

region that alieviates a tendency to form Intra-H chain disulfide bond antibody.

18. An isclated polypeptide comprising an IL-4 receptor binding portion of the antibody of
Claim 1.

19. The Isolated polypeptide of Claim 18, wherein sald polypeptide comprises a Fab, F(ab');,
acFv, diabody, triabody, or tetrabody.
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20. An Isolated nucleic acid comprising either

a) a nucleotide saquence, or the complement thereof, encoding the light chain of the
antlbody of Clalm 1{a},

or

b) a nuclectide sequence, or the complement thereof, encoding the heavy chain of the
antibody of Clalm (b},

or

¢) anucleotide sequencs, or the complament thersof, encoding a polypsptide compriaing
an IL-4 receptor binding portion of the antibody of Claim 1,

or

d) the nuclectide sequence of a) and the nucleotide sequence of b).

21. The Isolated nucleic acld of Clalm 20, wherein said nuclelc acid comprises at lsast ona
nucleotide sequence sselaectad from the group conslsting of SEQ 1D NO:5, 7, 8, 11, 13, 17, 18,
21, 23, 25, 27, 28, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 48, 51, 563, 55, 57, 58, and 61.

22. A vector comprising sald nuclelc acld of Claim 20.

23. Tha vector of Claim 22 wherein said vector Is an expraession vector.

24. An Isolated call comprising said nucleic acld of Claim 20.

25. The leolated cell of Claim 24 wherein saild cell I8 a hybridoma.

28. The Isolated cell of Claim 24 wherein sald cell is a transgenic cell.

27. A method of making said antibody of Claim 1 comprising incubating a cell comprising a
nucleic acld encoding the light chaln of sald antlbody and a nudlelc acid ancoding the heavy
chain of sald anthody under conditions that allow sald cell 1o express sald light chain and sald
heavy chain and thet allow said light chain and sald heavy chain to assemble into said
aniibody, and laciating sald antbody from sald cell.

28. The method of Claim 27, wharein sald cell Is a hybridoma.

20. The method of Claim 27, wherein sald cell Is a transgenic cell.

30. A method of inhibiting an IL-4 receptor comprising contacting a cell expresaing an IL-4
recaptor with the antibody of Claim 1 under condltions that aliow said antibody to bind to said
IL-4 receptor, wherein the binding of sald antibody to sald IL-4 receptor Inhibits signal
transduction through sald IL-4 receptor.

7
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31. The method of Claim 30 wherein said call is 8 human call.
32. The method of Claim 31 wherein sald human call Is In a human.

33. A method of Inhlbiting an IL-4 recaptor comprising contacting a cell expreasing IL-4
receptor alpha with the polypeptide of Claim 18 under conditione that allow said polypeptide to
bind to sald IL-4 receptor alpha, wherein the binding of sald polypeptide to eald IL-4 raceptor
inhiblits signal transduction through sald IL-4 receptor.

34. The method of Claim 33 wherein sald cell s a human cell.
35. The method of Claim 34 whaerein sald human caell is in a human.

36. A method of treating a condition In a subject comprising adminiatering to sald subject an
amount of eald antibody of Claim 1 affective for treating sald condition.

37. The method of Claim 38 wherein sald condition Is an Inflammatory or cancerous condltion.

38. The mathod of Claim 37 whereln said Inflammatory or cancerous condition is an
immunologicel condition.

39. The method of Clalm 38 wherein saki condition Is asthma, septic arthritle, dermatitis
harpetiformis, chronic Idiopathic urticaria, uicerative colitis, acleroderma, hypertrophic
scarmring, Whipple's Disease, benign proetate hyperplasia, a lung disorder In which IL-4
receptor plays & role, condition In which IL-4 receptor-mediated eplthellal barrier disruption
plays a role, & disordar of the digestiva system In which |L-4 recaptor plays a role, an allargic
reaction to a madication, Kawasakl disease, sickla cell disease, Churg-Straues syndrome,
Grave's disesse, pre-eclampsia, Sjogren’s syndrome, autolmmune lymphoproliferative
syndroms, autoimmune hemolytic anemia, Barrelt's esophagus, autoimmune uveltis,
tuberculosis, cyctic firoels, allargic bronchopulmonary mycosis, chronic obstructive
pulmonary digease, blaomycin-induced pneumopathy and fibrosts, radlation-induced
puimonary fibrosis, pulmonary alveolar proteinosis, adult respiratory distress syndrome,
sarcoidosis, hyper IgE syndrome, idiopathic hypereceinophil syndrome, an autoimmune
blistering dissase, pemphigus vulgaris, bulous pemphigoid, mynsathenia gravis, chronic fatigus
syndrome, or nephrasls.

40. A method of treating a condition In a subject compriaing administering to sald subject an
amount of sald polypeptide of Claim 18 effective for treating sald condition.

41. The method of Clalm 40 wherein sald condition |s an Inflammatory or cancerous condition.
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42. The method of Claim 41 whereln sald inflammatory or cancerous condition Is an
immunoclogical condition.

43. The methad of Claim 42 wheraln sald condition Is asthma, septic arthritla, dermatitie
herpetiformis, chronic idiopathic urticaria, uicerative colitis, scleroderma, hypertrophic
scarring, Whipple's Disease, banign prostate hyperplasia, a lung disorder in which IL-4
receptor plays a role, condltion in which IL-4 receptor-madiated eplthellal barrier disruption
plays a role, a disorder of the digestive system In which IL-4 recaptor plays a role, an allergic
reaction to a medication, Kawasak| disease, sickle cell disease, Churg-Sirauss syndrome,
Grave's diseass, pre-aclampsia, Sjogren’s syndrome, autolmmune lymphoproliferative
syndroms, sutoimmune hemolytic anemia, Bamreit's esophagus, autoimmune uveltls,
tuberculosis, cyctic fibrosis, allerglc bronchopulmonary mycosis, chronic obstructive
pulmonary disease, blaomycin-induced pnsumopathy and fibrosla, radiation-induced
pulmonary fibrosis, pulmonary alveolar proteinosis, adult respiratory disiress syndroma,
sarcoidosis, hyper IgE syndroma, idiopathic hypereosinophll syndrome, an autoimmune
blistering disease, pemphigus vuigaris, bulous pemphigold, myasthenla gravis, chronic fafigue
syndrome, or nephrosls.

44, A pharmaceutical composition compriging said antibody of Claim 1 and an exclplent,
diluent, or buffer.

45. A phammaceutical composttion comprising sald polypeptide of Claim 18 and an axciplent,
diluent, or buffer.

46. The antibody of Claim 1 wherein sald antibody does not bind to the murine IL.-4 receptor.

47. The antibody of Clalm 1, whereln sald antibody binds to domain | of the humen IL-4
recaptor.
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ABSTRACT OF THE DISCLOSURE

The present Invention relates to antlbodles that bind to the IL-4 receptor, fragments,
mutains, and derivatives of such antibodies, nucleic aclds encoding such antlbodies, fragments,
muteins and derivatives, and methods of making and using such antibodles, fragments, muteins,
darivatives and nuclelc acids. Methode for treating medical conditions induced by interleukin-4
Invoiva adminlistering an IL-4 receptor binding antibody, or an IL-4 recaptor binding fragment,
mutein, or derivativa of an IL-4 recaptor binding antibody, to & patient afflicted with such a
condition. Partlcular antibodies provided herein Include human monaclonal antibodies. Caertaln of
the antibadies Inhibit both IL-4-induced and IL-13-nduced blviogical activities.
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FIGURE 1C

ACT GTG CCC CAA CCT GAG CCA GAA ACC TGG GAG CAG ATC CTC CGC 1590
Thr Val Pro Gln Pro Glu Pro Glu Thr Trp Glu Gln Ile Leu Arg 530

CGA AAT GTC CTC CAG CAT GGG GCA GCT GCA GCC CCC GTC TCG GCC 1635
Arg Asn Val Leu Gln His Gly Ala Ala Ala Ala Pro Val Ser Ala 545

CCC ACC AGT GGC TAT CAG GAG TTT GTA CAT GC3G GTG GAG CAG GGT 1680
Pro Thr Ser Gly Tyr Gln @Glu Phe Val His Ala Val Glu Gln Gly 560

GAC ACC CAG GCC AGT GCG GTG GTG GGC TTG GGT CCC CCA GGA GAG 1725
Gly Thr Gln Ala Ser Ala Val Val Gly Leu Gly Pro Pro Gly Glu 575

GCT GGT TAC AAG GCC TTC TCA AGC CT@ CTT GCC AGC AGT GCT GTG 1770
Ala Gly Tyr Lys Ala Phe Ser Ser Leu Leu Ala Ser Ser Ala Val 590

TCC CCA GAG AAA TGT GGG TTT GOG GCT AGC AGT GGG GAA GAG GGG 1815
Ser Pro Glu Lys Cys Gly Phe Gly Ala Ser Ser Gly Glu Glu Gly 605

TAT ARG CCT TTC CAR GAC CTC ATT CCT GGC TGC CCT GGG GAC CCT 1860
Tyr Lys Pro Phe Gln Asp Leu Ile Pro Gly Cys Pro Gly Asp Pro 620

GCC CCA QTC CCT GTC CCC TTG TTC ACC TTT GGA CTG GAC AGG GAG 1305
Ala Pro Val Pro Val Pro Leu Phe Thr Phe Gly Leu Asp Arg Glu 635

CCA CCT CGC AGT CCG CAG AGC TCA CAT CIC CCA AGC AGC TCC CCA 1950
Pro Pro Arg Ser Pro Gln Ser Ser His Leu Pro Ser Ser Ser Pro 650

GAG CAC CTG GGT CTG GAG CCG GGG GAA AAG GTA GAG GAC ATG CCA 1995
Glu His Leu Gly Leu Glu Pro Gly Glu Lys Val Glu Asp Met Pro 665

AAG CCC CCA CIT CCC CAG GAG CAG GCC ACA GAC CCC CTIT GTG GAC 2040
Lys Pro Pro Leu Pro Gln Glu Gln Ala Thr Asp Pro Leu Val Asp 680

AGC CTG GAC AGT GGC ATT GYC TAC TCA GCC CTIT ACC TGC CAC CTG 2085
Ser Leu Gly Ser Gly Ile Val Tyr Ser Ala Leu Thr Cys His Leu 695

TGC GGC CAC CIG AAA CAG TGT CAT GGC CAG GAG GAT GGT GGC CAG 2130
Cys Gly Hia Leu Lys Gln Cys His Gly Gln Glu Asp Gly Gly Gln 710

ACC CCT GTC ATG GCC AGT CCT TGC TGT GGC TGC TAC TGT GGA GAC 2175
Thr Pro Val Met Ala Ser Pro Cys Cye Gly Cys Cys Cys Gly Asp 725

AGG TCC TCG CCC CCT ACA ACC CCC CTG AGG GCC CCA GAC CCC TCT 2220
Arg Ser Ser Pro Pro Thr Thr Pro Leu Arg Ala Pro Asp Pro Ser 740

CCA GGT GGG GTT CCA CTG GAG GCC AGT CTG TGT CCG GCC TCC CTG 2265
Pro Gly Gly Val Pro Leu Glu Ala Ser Leu Cys Pro Ala Ser Leu 755

GCA CCC TCGE@ GGC ATC TCA GAG AAG AGT AAA TCC TCA TCA TCC TTC 2310
Ala Pro Ser Gly Ile Ser Glu Lys Ser Lys Ser Ser Ser Ser Phe 770

CAT CCT GCC CCT GGC AAT GCT CAG AGC TCA AGC CAG ACC CCC AAA 2355
His Pro Ala Pro Gly Asn Ala Gln Ser Ser Ser Gln Thr Pro Lys 785
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ATC GTG AAC TTT GTC TCC GTG GGA CCC ACA TAC ATG AGG GTC TCT 2400
Ile Val Asn Phe Val Ser Val Gly Pro Thr Tyr Met Arg Val Ser BOO
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Figure 2A

FR1

GAAATTGTGT TGACGCAGTC TCCAGGCACC CTOTCTTTGT CTCCAGGGAA AARGAGCCACC
CIGTICTTTAT CTCCAGGGEA AAGAGCCACC
GAAATTGTGT TGACGCAGTC TCCAGGCACC CTGTCTTTOT CTCCGGGGGEA ARGAGCCACC
GAAATTGTGA TGACGCAGTC TCCAGGCACC CTGTCTTTGT CTCCAGGGGA AAGAGCCACC
GATATTGTGC TAACCCAGTC TCCAGCCACC CTGTCITTGT CTCCAGAGGA AAGAGCCALCC
CTGTCTTTGT CTCCAGGGGA ARGAGCCACC

GAAATTAGTGT TGACGCAGTC

GATATTGTGC TGACGCAGAC

CTCTCCTGCA GQGCCATTCA
CICTCCTGCA GGACCAGTCA
CTCTCCTGCA GGACCAGTCA
CTCTCCTGCA GGGCCAGTCA
CTCTCCTGCA GGQCCAGTCA
CTCTCCTGCA GGGCCAGTCA

CCTAACCAGG
CCTGGCCAGA
CCAGGCCAGG
CCTGGCCAGG

CTCCCAGGCT
CTCCCAGGCT
CTCCCAGGCT
CTCCCAGGCT

CCTGGCCAGG CTCCCAGGCT
CCTGGCCAGE CTCCCAGGCT

GACAGGTTCA GTGGCAGTAG
GACAGGTTCA GTGGCAGTGG
GACAGGTTCA GTGGCAGTGG
GACAGGTTCA GTGGCAGTGG
GACAGGTTCA GTGGCAGTGG
GACAGGTTCA GTGGCAGTGG

CCTGAAGATT
CCTAAAGATT
CCTGAAGATT
CCTGAAGATT
CCTGAAGATT
CCTGAAGATT

TTGCAGTGTA
TTGCAGTGTA
TTGCAGTCTA
TTGCAATATA
TTGCAGTGTA
TTGCAGTGTA

R4
GGCCAAGGGA CCAAGGTGGA
GGCCAAGGGA CCAAGGTGGA
GGCCAAGGGAA CCAMAGTGGA
GGCCARGGGA CCAAGATGGA
GGCCAAGGGA CACGACTGGA
GGCCARGGGA CCAAGGTGGA

TCCAGGCACC

TCCAGCCACC

CDR1
GAGTGTTAQC
GAGTAGTTAGC
GACTGTTAAC
GAGTATTAGC
GAGTGTTAAC
GAGTATTGAC

CCTCATCTTT
CCTCATCTAT
CCTCATCTAT
CCTCATCTAT
CCTCATCTAT
CCTCATCTAT

QTCTGAGACA
GTCTGGGACA
GTCTGGGACA
GTTTAGGACA
GTCTGAGACA
GTCTGGGACA

AGCAICTACT TAGCCTGGTA CCAGCAGAAA
AACARGCTACT TRGCCTGATA CCAGCAGAAR
AGCAACTACT TAQCCTGGTA CCAGCAGAAR
AGCGACTACT TAGCCTGATA CCAGCAGAAR
AGCAACTACT TAGCCTGGTA CCAGCAGAAA
AGQCAGCTACT TAGCCTGGTA CCAGCAGAGA

CDR2
G@TGCATCCA GCAGAGACCAC TGGCATCCCA

GGTGCATCCA
GGTGCATCCA
GGTGCATCTA
GATACATCCT
GGTACATCCA

M3
GACTTCACTC
GACTTCACTC
GACTTCACTC
GACTTCACTC
GACTTCACTC
GACTTCACTC

GCAGGGCCCC
G@CAGGGCCAC
GCAGGaCcCTC
ACAGGGCCAC
GCAGGGCCAC

TCACCATCAG
TCACCATCAG
TCACCATCAG
TCACCATCAG
TCACCATCAC
TCACGATCAG

TGGCATCCCA
TGGCATCCCA
TGOCATCCCA
TGGCATCCCA
TOGCATCCCA

TTACTGTCAG CAGTATUGTA GCTCACCTCC GTGAACATTIC
TTACTATCAG CAGTATUATC ACTCAGCAGE GQTGAGACATTC
TTACTGTCAG CAATATGATA GGTCACCTCC GTGAACGTTC

TTACTGTCAG CAGTATGGTA GCTCACCTCC GTAGACATTC

TTACTIGTCAG CAGTATGUTA GCTCACCACC GTGGACGTTC
TTATTGTCAG CAGTATGGAA UTTCACCTCC GTG@ATGTIC

AATCAAR
GATCAAA
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GATTAARA
GATCAAA
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Figure 2B
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Figure 2C

GGTATCAGAT ATTGITACTG GTGATGCCAC AAACTATACA

GGTATCAGIT ATTGITACTG

GGTATCAGAIT
GGTATCAGET
GGTATCAGAT
GGTATCAGAT
GATATCAGAT
GGTATCAGAT
GGTATCAGAT
GGTATCAGGT
GGTATCRGGT
GATATCAGAT
GGTATCAGGT
GGTATCAGGT
GGTATCAGGT
GGTATCAGQT
GOTATCAGOT
GGTATCAGET
GGTATCAGAT
GGTATCAGAT
GGTATCAQGT
GGTATCAGAT
GATATCAGET
GGTATCAGGT

CACCATCTCC
CACCATCTCC
CACCATCYCC
CACCATCTCC
CACCATCTCC
CACCATCTCC
CACCATCTCC
CACCATCTCC
CACCATCTCC
CACCATCTYCC
CACCATCTCC
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ATTGATACTG
ATTGGTACTG
ATTGGTACTG
ATTGUTACTG
ATTGGTACTO
ATTGGTACTG
ATTGGTACTS
ATTGGATACTG
ATTGATACTG
ATTGUTACTG
ATTGATACTG

GTAGTACCAC
GTEGTICCAC
GTGGTQCCAC
GTGATACCAC
GTGGTACCAC

GTGATACCALC,

GTAaTACCAC
@TGGTQCCAC

FR3
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Figure 2D
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3492-WO 1
ANTICUERPOS QUE SE UNEN AL RECEPTOR DE INTERLEUQUINA-4

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de Estados
Unidoe N° 60/518.166, presentada el 7 de noviembre de 2003.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La interieuquina-4 (IL-4), previamente conocida como factor de
estimulacidn de células B, o BSF-1, se caracterizd en un principio por su
capacidad de estimular la proliferacién de células B en respuesta a bajas
concentraciones de anticuerpos dirigidos contra inmunoglobulina superficlal. Se
ha demostrado que la IL-4 posee un espectro bastante méas amplio de’
actividades biolégicas, incluyendo al desarrolio de la co-estimulacién de células
T, mastocitos, granulocitos, megacariocilos y eritrocitos. Ademés, la L4
estimula la proliferacién de varias lineas celulares dependientes de IL-2 e IL-3,
induce la expresién de moléculas de! complejo de histocompatibilidad principal
de clase || en células B en reposo, y potencia la secrecidn de los isotipos IgE e
IgG1 por células B estimuladas. La IL4 estd asociada con una respuesta
inmune de tipo TH2, siendo una de las citoquinas secretadas por las células
TH2.

Se han identificado y caracterizado IL-4 murinas y humanas, incluyendo
la clonacién de ADNc de IL4 y la determinacion de las secuencias de
nucledtidos y aminoécidos codificada. Véase Yokota y col., 1988, Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 83: 5894; Noma y col., 1986, Nature 319: 640; Grabstein y col.,
19886, J. Exp. Med. 163: 1405; y Patente de Estados Unidos 5.017.691.

La IL4 se une a receptores particulares de la superficie celular, que
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provoca la transduccion de una sefial bloldgica a células tales como diversas
células efectoras inmunes. Se describen receptores de IL-4, y se presenta
informacion del ADN y de la secuencia de aminoécidos, en Mosley y col., 1989,
Cell 59: 335-48, (murine IL-4R); |dzerda y col., 1990, J. Exp. Med. 171: 861-73,
(human IL-4R); y en la Patente de Estados Unidos 5.589.905. El receptor de IL-
4 descrito en estas publicaciones algunas veces se menciona como IL-4R alfa.

Se ha informado de que hay otras protelnas asacladas con IL-4R aifa en
algunos tipos celulares, y que son componentes de complejos receptores de IL-
4 de multiples subunidades. Una de dichas subunidades es IL-2R gamma,
tamblén conoclida como IL-2R gamma c. Véase la descripcién de complejos de
IL-4R en Sato y col., 1984, Current Opinion in Cell Biology, 6: 174-79. También
se ha informado de que IL-4R alfa es un componente de ciertos complejos
receptores de IL-13 de miiltiples subunidades. Véase Zurawski y col., 1995, J.
Biol. Chem. 270: 13869; de Vries, 1998, J. Allergy Clin. Immunol. 102: 165; y
Callard y col., 1996, Immunology Today, 17: 108.

La IL4 se ha implicado en varios trastornos, ejemplos de los cuales son
glergias y asma.
SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona procedimientos y composiciones
relacionadas con nuevos antagonistas de IL-4R, en particular anticuerpos y
derivados de anticuerpo, que se unen a IL-4R alfa.

En un aspecto, la presente Invencién proporciona un anticuerpo en el
que el dominio variable de cadena ligera comprende una secuencla de
aminodcidos que difiere de la SEC ID N° 4 sélo por; &l menos una sustitucién

de aminoacidos seleccionada entre el grupo constituido por S28T, S30N,
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S30G, S31N, S32D, S32N, A52T, S54Y, T57P, T57S, G93D, S94H, S94R,
POBA, P97G, y T98M vy, opcionaimente, una o mas sustituciones de
aminoécidos seleccionadas entre el grupo constituido por E1D, L4M, S7T, G9A,
K40R, FS0Y, S68F, S77T, V86l, K105R, V106L, y E107D, ylo el dominio
variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoécidos que
difiere de la SEC ID N°® 16 sdlo por: al menos una sustitucion de aminoécidos
seleccionada entre el grupo constituildo por N58S, Y101W, F102Y, D103T,
D103N, D103P, Y104H, Y104N, Y104W, e Y104R, y, opcionaimente. una o
més sustituciones de aminoécidos seleccionadas entre el grupo constituido por
Q6E, H13Q, G24A, R86S, y MI0T, donde dicho anticuerpo se une al receptor
alfa de IL-4. En una realizacion, la COR1 de cadena ligera comprende una
secuencia seleccionada entre el grupo constituido por los restos 24-35 de la
SEC ID N° 6, los restos 24-35 de la SEC ID N° 8, los restos 24-35 de la SEC ID
N° 10, los restos 24-35 da la SEC ID N° 12; y los restos 24-35 de la SEC ID N°
14, la CDR2 de cadena ligera comprende una secuencia selecclonada entre el
grupo constituido por los restos 51-57 de la SEC ID N° 4, los restos 51-57 de la
SEC ID N° 6, los restos 51-57 de la SEC ID N° 10, y los restos 51-57 de la SEC
ID N° 12, l]a CDR3 de cadena ligera comprende una secuencia selecclonada
entre ol grupo constituido por los restos 90-99 de la SEC ID N° 4, los restos 90-
99 de la SEC ID N° 6, los restos 90-99 de la SEC ID N° 8, y los restos 90-99 de
la SEC ID N° 14, |la CDR1 de cadena pesada comprende la secuencia de los
restos 31-35 de la SEC ID N° 16, la CDR2 de cadena pesada comprende una
secuencla seleccionada entre el grupo constituido por los restos 50-85 de la
SEC ID N° 16, y los restos 50-65 de la SEC ID N° 18, y/o ila CDR3 de cadena

pesada comprende una secuencia seleccionada entre el grupo constituido por
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los restos 98-104 de la SEC ID N° 186, los restos 98-104 de la SEC ID N° 18, los
restos 98-104 de la SEC ID N° 20, los restos 98-104 de la SE ID N° 22, los
restos 98-104 de la SEC ID N° 24, los restos 58-104 de la SEC ID N° 26, los
restos 98-104 de la SEC ID N° 30, y los restos 98-104 de la SEC ID N° 34. En
ofra reslizacibn, la FR1 de cadena ligera comprande una secuencia
seleccionada entre el grupo constituido por los restos 1-23 de la SEC 1D N° 4,
los restos 1-23 de la SEC ID N° 10, los restos 1-23 de la SEC ID N° 12, y los
restos 1-23 de la SEC ID N° 14, la FR2 de cadena ligera comprende una
sacuencia seleccionada entre el grupo constituido por los restos 36-50 de la
SEC ID N° 4, y los restos 36-50 de la SEC ID N° 14, la FR3 de cadena ligera
comprende una secuencia seleccionada entre el grupo constituido por los
restos 58-89 de la SEC ID N° 4, los restos 58-89 de la SEC ID N® 10, y los
restos 58-89 de la SEC ID N° 12, la FR4 de cadena ligera comprende una
secuencia seleccionada entre el grupo constituido por los restos 100-109 de la
SEC ID N° 4, los restos 100-109 de la SEC ID N° 8, y los restos 100-109 de la
SEC ID N° 12, la FR1 de cadena pesada comprende una secuencia
seleccionada entre el grupo constituido por los restos 1-30 de la SEC ID N° 16,
y los restos 1-30 de la SEC ID N° 42, la FR2 de cadena pesada comprende la
secuencia de los restos 1-30 de la SEC ID N° 16, ila FR3 de cadena pesada
comprende una secuencia seleccionada entre el grupo constituido por los
restos 66-87 de la SEC ID N° 18, los restos 668-97 de la SEC ID N° 18, y los
restos 66-97 de la SEC ID N° 42, y/o l]a FR4 de cadena pesada comprends la
secuencia de los restos 105-115 de la SEC ID N° 16,

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo que

comprende: un dominio variable de cadena ligera que comprende una
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secuencia que es al menos un 80% idéntica a una secuencia seleccionada
entre el grupo constituido por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14, con la
condicién de que dicho dominio variable de cadena ligera no comprenda la
secuencia de la SEC ID N° 4, y/o un dominio variable de cadena pesada que

5 comprende una secuencia que es al manos un 80% idéntica a una secuencia
seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N°® 16, 18, 20, 22, 24,

26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62, con la
condicién de que dicho dominio variable de cadena pesada no comprenda la
secuencia de la SEC 1D N° 16, donde dicho anticuerpo se une al receptor alfa

10 de IL-4. En una realizacién, dicho dominio variable de cadena ligera comprende
una sacuencia que es al menos un 85% idéntica a una secuencia seleccionada
entre el grupo constituido por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14, y/o dicho
dominio variable de cadena pesada comprende una secuencia que es al menos

un 85% idéntica a una secuencia seleccionada entre el grupo constituido por

15 las SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48,
50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62. En otra realizacién, dicho dominio variable de
cadena ligera comprende una secusncia que s al menos el 80% idéntica a
una secuencia selecclonada entre el grupo constituldo por las SEC ID N° 4, 6,

8, 10, 12, y 14, y/o dicho dominio variable de cadena pesada comprende una

20 secuencia que es al menos un 90% idéntica a una secusncia selaccionada
entre el grupo constituido por las SEC ID N°® 18, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,

34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62. En otra realizacién,
dicho dominio variable de cadena ligera comprende una secuencla que es al
menos un 85% idéntica a una secuencia selecclonada entre el grupo

25 constituido por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14, y/o dicho dominio variable de
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cadena pesada comprende una secuencia que es al menos un 95% Idéntica a
una secuencia seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 16,
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58,
60, y 62. En ofra realizacién, dicho dominio variable de cadena ligera

5 comprende una secusncla que se selacciona entre el grupo constituido por las
SEC ID N° 6, 8, 10, 12, y 14, y/o dicho dominio variable de cadena pesada
comprende una secuencia que se selecciona entre el grupo constituido por las
SEC ID N° 186, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50,
52, 54, 56, 58, 60, y 62.

10 En otro aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo en el
que el dominio variable de cadena ligera comprende una secuencia de al
menos 15 aminodcidos contiguos de una secuencia seleccionada entre el
grupo constituido por: las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14, con la condicién de
que dicho dominio variable de cadena ligera no comprenda la secuencia de la

15 SEC ID N° 4, y/o en el que el dominio variable de cadena paesada comprende
una secuencia de al menos 15 aminoacidos contiguos de una secuencia
seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 186, 18, 20, 22, 24,
28, 28, 30, 32, 34, 38, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 80, y 62, con la
condicion de que dicho dominio variable de cadena pesada no comprenda la

20 secuencia de la SEC ID N° 16, donde dicho anticuerpo se une al receptor alfa
de IL4. En una realizacién, el dominio variable de cadena ligera comprende
una secuencia de al menos 20 aminoacidos contigucs de una secuencia
selecclonada entre el grupo constituido por: las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14,
y/o el dominio variable de cadena pesada comprende una secuencia de al

25 menos 20 aminoéacidos contiguos de una secuencia seleccionada entre el

————
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grupo constituido por las SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 35,
38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62. En otra realizacion, el
dominlo variable de cadena ligera comprende una secuencia de al menos 25
aminoAcidos contiguos de una secuencla seleccionada enire el grupo
constituldo por: lag SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14, y/o el dominlo variable de
cadena pesada comprende una secuencia de al menos 25 aminoécidos
contiguos de una secuencla seleccionada entre el grupo constituldo por: las
SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50,
52, 54, 56, 58, 60, y 62. En ofra realizaclén, el dominio variable de cadena
ligera comprende una secuencia de al menos 35 aminoAcidos contiguos de una
gsecuencia seleccionada entre el grupo constituido por: lags SEC ID N° 4, 6, 8,
10, 12, vy 14, y/o el dominio variable de cadena pesada comprende una
secuencia de al menos 35 aminodcidos contiguos de una secuencia
seleccionada entre el grupo constituido por: las SEC [D N° 18, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62. En
otra realizacién, el dominio variable de cadena ligera comprende una secuencia
de al menos 50 aminoécidos contiguos de una secuencia seleccionada entre el
grupo constituido por: las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14, y/o el dominio
variable de cadena pesada comprende una secuencla de al menos 50
aminoAcidos contiguos de una secuencia seleccionada entre el grupo
constituido por: las SEC 1D N° 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40,
42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62. En otra realizacion, el- dominio
variable de cadena ligera comprende una secuencla de al menos 75
aminoécidos contiguos de una secuencla seleccionada entre el grupo
constituldo por: las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14, y/o el dominio variable de
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cadena pesada comprende una secuaencia de al menos 75 aminoacidos
contiguos de una secuencia seleccionada entre el grupo constituldo por. las
SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50,
52, 54, 56, 58, 60, y 62. En otra realizaciéon, el dominio variable de cadena
ligera comprende una secuencia de al mencs 100 aminoécidos contiguos de
una secuencia seleccionada entre el grupo constituido por: las SEC ID N® 4, 6,
8, 10, 12, y 14, y/o el dominio variable de cadena pesada comprende una

secuencia de al menos 100 aminoécidos contiguos de una secuencia

" seleccionada entre el grupo constituido por: las SEC ID N° 18, 18, 20, 22, 24,

26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62.

En ofro aspecto, la presenie invencién proporciona un anticuerpo que
comprende: un dominio variable de cadena ligera que comprende una
sacuencia de aminodacidos que estd codificada por una secuencla de
nucledtidos que es al menos un 80% idéntica a una secuencia de nucleétidos
seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 3, 5,7, 9, 11, y 13,
y/o un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoédcidos que eata codificada por una secuencia de nucleétidos que es al
menos un 80% idéntica a una secuencia de nucledtidos seleccionada entre el
grupo constituldo por las SEC ID N° 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35,
37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, y 61, con la condicién de que
dicho anticuerpo no comprenda tanto la secuencia del dominio variable de
cadena ligera de la SEC ID N° 4 como la secuencia del dominio variable de
cadena pesada de la SEC ID N° 16, y donde dicho anticuerpo se une al
receptor alfa de IL-4. En ofra realizacién, dicho dominio variabie de cadena

ligera comprende una secuencia de aminoécidos que esta codificada por una
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secuencia de nucledtidos que es al menos un 85% Idéntica a una secuencia de
nucledtidos seleccionada entre el grupo constituido por las SECID N 3, 5,7, 9,
11, y 13, ylo dicho dominio variable de cadena pesada comprende una
secuencia de aminodcidos que estd codificada por una secuencia de
nucledtidos que es al menos un 85% idéntica a una secuencia de nucleétidos
selecclonada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 15, 17, 19, 21, 23,
25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, y 61. En
otra realizaclén, dicho dominio variable de cadena ligera comprende una
secuencia de aminoidcidos que estd codificada por una secuencia de
nucledtidos que es al menos un 90% idéntica a una secuencia de nucleédtidos
seleccionada entre el grupo constituido por las SEC IDN° 3, 5,7, 9, 11, y 13,
y/o dicho dominlo variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que esté codificada por una secuencia de nucleétidos que es al
menos un 90% Idéntica a una secuencia de nucledtidos seleccionada entre sl
grupo constituido por las SEC ID N° 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 28, 31, 33, 35,
37, 39, 41, 43, 45, 47, 48, 51, 53, 55, 57, 59, y 61. En otra realizacién, dicho
dominio varlable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos
que esta codiflcada por una secuencia de nucleétidos que es al menos un 95%
idéntica a una secusncia de nucledtidos selsccionada entre el grupo constituido
por lag SEC ID N° 3, 5, 7, 9, 11, y 13, y/o dicho dominio variable de cadena
pesada comprende una secuencia de aminoécidos que esta codificada por una
secuencia de nucledtidos que es al menos un 95% idéntica a una secuencia de
nucledtidos seleccionada entre el grupo constituido por ias SEC ID N° 15, 17,
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59,

y 61. En otra realizacién, dicho dominio variable de cadena ligera comprende
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una secuencia de aminodcidos que esté codificada por una secuencia de
nucledtidos que es al menos un 98% idéntica a una secuencia de nucledtidos
seleccionada entre el grupo constituido por las SECID N° 3, 5, 7, 9, 11, y 13,
y/o dicho dominio variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoécidos que esta codificada por una secuencia de nucleétidos que es al
menos un 98% idéntica a una secuencia de nuciedtidos seleccionada entre el
grupo constituldo por las SEC ID N° 15, 17, 18, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35,
37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, y 61. En otra realizacion, dicho
dominio variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoécidos
que esta codificada por una secuencia de nucledtidos selecclonada entre el
grupo constituldo por las SEC ID N° 5, 7, 8, 11, y 13, y/o dicho dominio variable
de cadena pesada comprende una sacuencia de aminodcidos que estd
codificada por una secuencia de nuclettidos seleccionada entre el grupo
constituido por las SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24, 28, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40,
42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 58, 58, 60, y 62.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo que
comprende: un dominio variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminodacidos que estd codificada por una secuencia de
nucledtidos que hibrida en condiciones moderadamente rigurosas con el
complemento de una secuencia de nucledtidos seleccionada entre el grupo
constituido por las SEC ID N° 3, 5, 7, 9, 11, y 13, y/o un dominio variable de
cadena pesada que comprends una secuencia de aminodcidos que esti
codificada por una secuencia de nucledtidos que hibrida en condiciones
moderadamente rigurosas con el complemento de una secuencia de

nucledtidos seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 15, 17,
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19, 21, 23, 25, 27, 28, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, §7, 59,
y 61, con la condicibn de que dicho anticuerpo no comprenda tanto la
sacuencia del dominio variable de cadena ligera de la SEC ID N° 4 como la
sacuencia del dominio variable de cadena pesada de ia SEC ID N° 16, y donde
dicho anticuerpo se une al receptor alfa de IL-4. En una realizacién, dicho
dominio variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoécidos
que estd codificada por una secuencia de nucledtidos que hibrida en
condiciones rigurosas con el complemento de una secuencia de nucledtidos
seleccionada entre el grupo constituido por las SECIDN°®3,5,7,9, 11,y 13,
y/o dicho dominio variable de cadena pesada comprende una secuencla de
aminoécidos que esta codificada por una secuencia de nucleétidos que hibrida
en condiclones rigurosas con el complemento de una secuencia de nucleédtidos
seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 15, 17, 19, 21, 23,
25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, y 61.

En otro aspecto, la presente invenclén praporciona un anticuerpo
aislado, donde la regién variable de cadena ligera de dicho anticuerpo
comprende una secuencia de aminoécidos seleccionada enire el grupo
constituido por las SEC ID N° 6, 8, 10, 12, y 14, y dicho anticuerpo se une al
raceptor alfa de IL-4.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo
alslado, donde la regién variable de cadena pesada de dicho anticuerpo
comprende una secuencia de aminoécidos seleccionada entre el grupo
constituido por las SEC ID N® 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40,
42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62, y dicho anticuerpo se une al
receptor alfa de IL-4. ’
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En otro aspacto, |a presente Invenci6bn proporciona un anticuerpo
seleccionado entre el grupo constituido por L2H1, L3H1, L4H1, L5H1, L1H2,
L1H3, L1H4, L1H5, L1H6, L1H7, L1H8, L1H9, L1H10, L1H11, L2H4, L2H12,
L2H13, L2H14, L6H1, L2H2, L2H3, L2H6, L2H7, L2H8, L2H9, L2H10, y L2H11.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un anticuerpo
humano, humanizado o quimérico.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo
monocional.

En otro aspecio, la presents invencién proporciona un anticuerpo
seleccionado entre el grupo constituido por una IgD, IgE, IgM, 1gG1, IgG2,
IgG3, 1gG4, e IgG4 que tiene al menos una mutacién en una regién bisagra que
alivia una tendencia a formar anticuerpos con enlaces disutfuro dentro de 1a
cadena H.

En otro aspecto, la presente invenciébn proporciona un polipéptido
aislado que comprende una parte de unidn al receptor de IL-4 de un anticuerpo
de la invencidn. En una realizacién, dicho polipéptido comprende un Fab,
F(ab')2, scFv, dllacuerpo. triacuerpo, o tetracuerpo.

En otro aspecto, la presente Invencién proporciona un #cido nucleico
aisiado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena
ligera de un anticuerpo de la invencidn, la cadena pesada de un anticuerpo de
la invencidn o un polipéptido de la invencién.

En ofro aspecto, la presente invencion proporciona un vector que
comprende un acido nucleico aislado de la invencién. En otra realizacién, dicho

vector es un vector de expresion.

En ofro aspecto, la presente Invencién proporciona una célula aislada
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que comprende un écido nucleico de la invencién. En una realizacién, dicha
célula es un hibidoma. En otra raalizaciar!. dicha célula es una célula
transgénica.

En otro aspecto, ia presente invencidn proporciona una célula que
comprende un anticuerpo de la invencion. En una realizacién, dicha célula es
un hibridoma. En otra realizacion, dicha célula es una célula transgénica.

En ofro aspecto, la presents Invencién proporciona una célula que
comprende un polipéptido de la invencién. En una realizacién, dicha célula es
una célula transgénica.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento
para preparar un anticuerpo de [a invencién que comprende incubar una célula
que comprende un acido nucleico que codifica la cadena ligera de dicho
anticuerpo y un acldo nucleico que codifica la cadena pesada de dicho
anticuerpo en condiciones que permiten que dicha célula exprese dicha cadena
ligera y dicha cadena pesada y que permite que dicha cadena ligera y dicha
cadena pesada se ensamblen en dicho anticuerpo, y aislar dicho anticuerpo de
dicha célula. En una realizaclén, dicha célula es un hibridoma. En otra
realizacion, dicha célula es una célula transgénica.

En ofro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento
para inhibir un receptor de IL-4 que comprender poner un contacto una célula
que expresa &l receptor alfa de IL4 con un anticuerpo de la invencién o un
polipéptido de la Invenci6n en condiciones que pemmiten que dicho anticuerpo o
dicho polipéptido se una a dicho receptor aifa de IL-4, En una reallzacion, dicha

célula es una célula humana. En otra realizacién, dicha célula humana esté en

un ser humano.
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En otro aspecto, la presente invencién proporclona un procedimiento
para tratar una afeccién en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto
una cantidad de un anticuerpo de la invencién o de un polipéptido de la
invencion eficaz para tratar dicha afeccién. En una reallzacién, dicha afeccién
es una enfermedad inflamatoria o cancerosa. En otra realizacion, dicha
afeccién inflamatoria o cancerosa es una afeccidn inmunolbgica. En oira
realizacién, dicha afeccién es asma, ariritis séptica, dermatitis herpetiforme,
urticaria idiopatica cronica, colitis ulcerosa, esclerodermia, cicatrizacion
hipertréfica, enfermedad de Whipple, hiperplasia de proatata benigna, un
trastorno pulmonar en el que el receptor de IL-4 juega un papel, una afeccién
an la que la alteracién de la barrera epitelial mediada por el receptor IL-4 juega
un papel, un trastormno del sistema digestiva en et que el receptor de IL-4 juega
un papel, una reaccién alérgica a una maedicacién, enfermedad Kawasaki,
enfermedad de células falciformes, sindrome de Churg-Strauss, enfermedad de
Grave, preeclampsia, sindrome de Sjogren, sindrome linfoproliferativo
autolnmune, anemia hemolltica autoinmune, eséfago de Barrett, uveltis
autoinmune, tuberculosis, fibrosis quistica, micosis broncopulmonar alérgica,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, neumopatia o fibrosis inducida por
bleomicina, fibrosis pulmonar Inducida por radiaclén, proteinosis alveolar
pulmonar, sindrome de distrés respiratorio en el adulto, sarcoidosis, sindrome
de hiper IgE, sindrome de hipereasinofilia Idiopética, una enfermedad ampollar
autolnmune, pénfigo vulgar, penfigoide ampollar, miastenia grave, sindrome de
fatiga crénica o nefrosis.

En otro aspecto, la presente Invencién proporciona una composicién

farmacéutica que comprende un anticuerpe de la invencién o un polipéptido de




10

15

20

25

123

15

la invencién y un excipiente, diluyente, o tampdn.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figuras 1A-C presentan la secuencla de nuciettidos de la region
codificante de un ADNc del receptor alfa de IL-4 humano. La secuencia de
aminoécidos codificada por el ADNc también se presenta. El clon de ADNc se
aisi6 de una biblioteca de ADNc obtenida de la linea T22 de células T
humanas. La protelna codificada comprende (desde el extremo N-terminal al C-
terminal) un péptido seflal N-terminal, seguido por dominio extracelular, una
regién transmembrana (subrayado), y un dominio citoplasmico, como se
analiza adicionalmente en la publicacién PCT WO 01/92340 A3. La secuencia
de nucledtidos y las secuencias de aminoécidos de las Figuras 1A a 1C
también se presentan en la SEC ID N° 1 y 2, respectivaments.

Las Figuras 2A-2D presentan secuencias polinucleotidicas que codifican
la regiones variables de cadena ligera de L1 (SEC ID N° 3), L2 (SEC ID N¢ 5),
L3,(SECIDN°7), L4 (SECID N°9), L5 (SEC ID N° 11), y L8 (SEC D N° 13), y
secuencias polinucleotidicas que codifican las reglones variables de cadena
pesada de H1 (SEC ID N° 15), H2 (SEC ID N° 17), H3 (SEC ID N° 19), H4
(SEC ID N° 21), H5 (SEC ID N° 23), H6 (SEC ID N° 25), H7 (SEC ID N° 27), H8
(SEC ID N° 29), H9 (SEC ID N° 31), H10 (SEC ID N° 33), H11 (SEC ID N® 35),
H12 (SEC ID N° 37), H13 (SEC ID N° 38), H14 (SEC ID N° 41), H15 (SEC ID N°
43), H16 (SEC ID N° 45), H17 (SEC ID N° 47), H18 (SEC ID N° 49), H19 (SEC
ID N° 51), H20 (SEC ID N° 53), H21 (SEC ID N° 55), H22 (SEC ID N° 57), H23
(SEC ID N° 58), y H24 (SEC ID N° 61). Las secuenclas se muestran usando
abreviaturas de nucleétidos de una letra. Las secuencias que coresponden a

las regiones CDR1, CDR2, y CDR3 se muestran en negrita para cada
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secuencia y subrayadas en L1 y H1. Las secuencias que comesponden a FR1,
FR2, FR3, y FR4 se muestran de modo simple.

La Figura 3 presenta las secuencias de aminoécidos de las regiones
variables de cadena ligera de L1 (SEC ID N° 4), L2 (SEC ID N° 8), L3, (SEC ID
N° 8), L4 (SEC ID N° 10), L5 (SEC ID N° 12), y L6 (SEC ID N° 14), y las
secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena pesada de H1
(SEC ID N° 16), H2 (SEC ID N° 18), H3 (SEC ID N° 20), H4 (SEC ID N° 22), H5
(SEC ID N° 24), H6 (SEC ID N° 26), H7 (SEC ID N* 28), H8 (SEC ID N° 30), H9
(SEC 1D N° 32), H10 (SEC ID N° 34), H11 (SEC 1D N° 36), H12 (SEC 1D N° 38),
H13 (SEC ID N° 40), H14 (SEC ID N° 42), H15 (SEC ID N° 44), H16 (SEC ID N°
46), H17 (SEC ID N* 48), H18 (SEC ID N° 50), H19 (SEC ID N° 52), H20 (SEC
ID N° 54), H21 (SEC ID N° 56), H22 (SEC ID N° 58), H23 (SEC ID N° 80), y
H24 (SEC ID N° 62). Las secuencias de las regiones variables de L1 y H1 se
muestran usando abreviaturas de aminodcidos de una letra. Se indican otras
sacuencias variables de cadena ligara y cadena pesada por rayas en los restos
donde son idénticos a L1 y H1 y con la abreviatura de aminoacidos de una letra
apropiada donde difieren de L1 o H1. Las secuencias que comesponden a las
regiones COR1, CDR2 y CDR3 se muestran en negrita para cada secuencia y
subrayadas en L1 y H1. Las secuencias que corresponden a FR1, FR2, FR3, y
FR4 se muestran de modo simple.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION

La presente invencién proporciona compaosiciones y procedimientos en
relacion con anticuerpos antiteceptor de IL4 (IL-4R), Incluyendo
procedimientos para tratar clertas afecciones mediadas por IL4R, y para inhlbir
actividades biolégicas de la Interleuquina-4 (IL-4) y la interleuquina-13 (IL-13) in
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vivo. Las composiciones de la invencidn incluyen, por ejemplo, anticuerpos
anti-IL-4R, polipéptidos, polinucledtidos, células que comprenden o expresan
anticuerpos, polipéptidos o polinucledtidos de la invencion, y composiciones
farmacéuticas, ejemplos de los cuales se proporcionan a continuacion.

Las secuencias polinucieotidicas y polipeptidicas se indican usando
abreviaturas convencionales de una o tres letras. A menos que se indique otra
cosa, las secuencias polipeptidicas tienen sus extremos amino tarminales a la
izquierda y sus extremos carboxi terminales a la derecha y las secuencias de
acido nucleico monocatenarias, y la cadena superior de secuencias de acido
nucleico bicatenarias, tienen sus extremos 5’ a la izquierda y sus extremos 3'a
la derecha. Una secuencia polipeptidica o polinucleotidica particular también
puede describirse explicando cdmo difiere de una secuencia de referencia. Por
ejemplo, la expresion "una secuencia polipeptidica que diflere de la SEC ID N°
4 on S28T" describe una secuencia polipeptidica que es idéntica a la SEC ID
N° 4 con la excepcion de que el resto de serina en la posicién 28 de la SEC ID
N° 4 se remplaza por un resto de treonina.

En las Figuras 2 y 3 se muestran, respectivamente, secuencias
polinuclectidicas y polipeptidicas de regiones variables de cadena ligera y
pesada, donde estdn marcadas, por slemplo, L1 ("regién variable 1 de cadena
ligera®), H1 (°regién variable 1 de cadena pesada®), etc. Los anticuerpos que
comprenden una cadena ligera y una cadena pesada de la Figura 3 se indican
combinando el nombre de la cadena ligera y el nombre de las regionas
variables de cadena pesada. Por ejemplo, "L4H7" indica un anticuerpo que
comprende la sescuencia variable de cadena ligera de L4 y la secuencia

variable de cadena pesada de H7.
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“Dominio (o regién) variable de cadena ligera®, "dominio (o region)
variable de cadena pesada®, “CDR1, 2, y 3" y "FR1, 2, 3, y 4" se definen de
acuerdo con el esquema de Kabat y col. en Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5 Ed., US Dept. of Health and Human Services, PHS,
NIH, Publicacion NIH N° 91-3242, 1991.

El “porcentaje de identidad® de dos secuencias polinucleotidicas o dos
secusencias polipeptidicas se determina comparando la secuenclas usando el
programa informético GAP (una parte del Paquete GCG Wisconsin, version
10.3 (Accelrys, San Diego, CA)) usando sus parametros por defecto.

Una molécula bioldgica (por ejemplo, un polipéptido, anticuerpo, o 4cido
nuclelco) se “alsla” o “purifica sustancialmente” si esta suficientemente libre de
otras moléculas biologicas, desechos celulares, y otras sustanclas a usar en
protocolos de laboratorio convencionales (por ajemplo, un ensayo de unién o
hibridacién). En la técnica son bien conocidos procedimientos para purificar
sustancialmente polipéptidas, anticuerpos y acidos nucleicos.

Los términos “péptido®, “pollpéptido” y “proteina” se usan indistintamente
a lo largo de todo el documento y se refleren a una molécula que comprende
dos o0 mas restos de aminoécldos unidos entre s! por enlaces peptidicos.

Los términos “polinucieétido®, "oligonucledtido” y “&cido nucieico™ se
usan indistintamente a lo largo de este documento e incluyen moléculas de
ADN (por ejempio, ADNc o ADN genémico), moléculas de ARN (por ejemplo
ARNm), anélogos del ADN o ARN generados usando analogos de nucleétidos
(por ejempio, acidos peptidonucieicos y anélogos de nucledtidos no naturales),
e hibridos de los mismos. La molécula de &cido nucleico puede ser

monocatenaria o bicatenaria. En una realizacién, las moléculas de Acido
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nucleico de la invencién comprenden una fase de lectura abierta contigua que
codifica un anticuerpo, o un fragmento, derlvado, mutelna, o variante del
mismo, de la invencién.

Dos moléculas de &cido nucleico monocatenarias son “el complemento®
entre si si sus saecuencias pueden alinearse en una orientacién anti-paralela de
tal forma que cada nuclettido en una secuencia sea opuesto a su nuclettido
complementario en la otra secuencia, sin la introduccion de huecos, y sin
nuclebtidos no emparejados en el extremo §' o 3' de ninguna de las
secuencias. Una molécula de 4&cido nucleico que es “complementaria® a una
secuencia de nucledtidos dada es una que es suficientemente complementaria
a la secuencia de nuclettidos dada para que pueda hibridar en condiclones
moderadaments rigurosas con la secuencia de nucledtidos dada. Por tanto, un
acido nucleico puede ser complementario a otro écldo nucleico sin ser su
complemento.

Un “vector” es un écido nucleico que puede usarse para introducir otro
acldo nucleico unido al mismo en una célula. Un tipo de vector es un
“plasmido”, que se refiere a una molécula de ADN bicatenaria lineal o circular
dentro de la cual pueden ligarse sagmentos de 4cido nucleico adicionales. Otro
tipo de vector es un vector viral (por ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus
adenoasociados con defectos en la replicacién), donde pueden introducirse
segmentos de ADN adicionale; en el genoma viral. Ciertos veclores son
capaces de realizar una replicacién auténoma en una célula huésped en la que
se introducen (por sjemplo, vectores bacterianos que comprenden un origen de
replicacién bacteriano y vectores episomales de mamifero). Otros vectores (por

ejemplo, vectores no episomales de mamifero) se integran en el genoma de
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una célula huésped tras la introduccién en la célula huésped, y de esta manera
se replican junto con el genoma del huésped. Un “vector de expresién® es un
tipo de vector que puede dirigir la expresion de un polinuciettido elegido.

Una secuencia de nucledtidos esta “unida de manera operativa® a una
secuencia reguladora si la secuencia reguladora afecta a la expresion (por
ejemplo, el nivel, riimo o localizacidn de la expresién) de la secuencia de
nucledtidos. Una “secuencia reguladora™ es un acido nucielco que afecta a la
expresion (por ejemplo, el nivel, ritmo o localizacién de expresién) de un écido
nucleico. La secuencia reguladora, por ejemplo, puede ejercer sus efectos
directamente sobre el &cido nucleico regulado, o por medio de ia accién de uno
o méas polipéptidos (por elemplo, polipéptidos que se unen a la secuencia
reguladora y/o el acldo nucleico). Los ejemplos de secuencias reguladoras
Incluyen promotores, potenciadores y otros elementos de control de Ila
expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacién). Se describsn ejemplos
adicionales de secuancias reguladoras, por ejemplo, en Goeddel, 1990, Gene
Expression Technology: Methods In Enzymology 185, Academic Press, San
Diego, CA y Baron y col., 1995, Nucleic Acids Res. 23: 3605-06.

Una “célula huésped® es una célula que puede usarse para expresar un
&cido nucleico, por ejemplo, un écido nucleico de la invencién. Una célula
huésped puede un procariota, por ejemplo, E. coli, o puede ser un eucariota,
por ejemplo, un eucariota unicelular (por ejemplo, una levadura u otro hongo),
una célula vegetal (por ejemplo, una célula vegetal de tabaco o tomate), una
célula animal (por ejemplo una célula humana, una célula de mono, una céluia
de hamster, una célula de rata, una céiula de ratdn, o una célula de insecto) o

un hibridoma. Los ejemplos de células hudsped incluyen la linea COS-7 de
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célula de rifién de mono (ATCC CRL 1651) (véase Gluzman y col., 1981, Cell
23: 175), céiulas L, células C127, céiulas 3T3 (ATCC CCL 183), céiulas de
ovario de hamster chino (CHO) o sus derivados tales como Veggle CHO y

21

lineas celulares relacionadas que crecen en medios libres de suero (véase
Rasmussen y col., 1998, Cytotechnology 28: 31) o la cepa DX-B11de CHO,
que es deficiente en DHFR (véase Urlaub y col., 1980, Proc. Natl. Acad. Scl.
USA 77: 4216-20), células Hela, lineas celulares BHK (ATCC CRL 10), la linea
celular CV1/EBNA derivada de la linea celular de rifién de mono verde africano
CV1 (ATCC CCL 70) (véase McMahan y col., 1991, EMBO J. 10: 2821), células
de rifién embrionario humano tales como 293, 203 EBNA o MSR 293, células
A431 epldémmicas humanas, células Colo205 humanas, otras lineas celulares
de primate tfransformadas, células diploides normmales, cepas celulares
obtenidas por cultivo in vitro de tejidos primarios, explantes primarios, células
HL-60, U937, HaK o Jurkat. TIpicamente, una céiula huésped es una célula
cultivada que puede transformarse o transfectarse con un écido nuclelco que
codifica un polipéptido, que después puede expresarse en la célula hudsped.
La expresion “célula huésped recombinante” puede usarse para Indicar una
célula huésped que se ha transformado o transfectado con un écido nudeico a
expresar. Una célula huésped también puede ser una célula que comprende el
&cido nucleico pero no o expresa a un nivel deseado a menos que se
introduzca una secuencia reguladora en la célula huésped de tal forma que
liegue a estar unida de manera operativa con el &cido nucieico. Se entlende
que la expresién céiula huésped se refiere no sélo a la célula objeto particular,
sino a la descendencla o descendencia potenclal de dicha célula. Como

pueden produciree ciertas modificaciones en las generaciones posteriores
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debido a una mutacién o a influencias ambientales, dicha descendencia,
efectivaments, puede no ser idéntica a la célula parental, pero también se
incluye dentro del alcance del término como se usa en este documento.

Un “anticuerpo quimérico™ es un anticuerpo en el que una parte de la
cadena pesada y/o ligera es idéntica, homodloga o procede de un anticuerpo de
una especie particular o perteneciente a una clase o subclase de anticuerpo
particular, mientras que el resto de la cadena o cadenas es idéntico, homoblogo
o procede de un anticuerpo (anticuerpos) de otra especie o perteneciente a otra
clase o subclase de anticuerpo particular. También se incluyen fragmentos de
dichos anticuerpos que muestran la actividad biolégica deseada (es decir, la
capaclidad de unirse espacificamente al receptor de IL-4). Véase, la Patente de
Estados Unidos N° 4.816.587 y Morrison, 1985, Science 229: 1202-07.

Un "anticuerpo con CDR injertada” es un anticuerpo que comprende una
o més CDR derivadas de un anticuerpo de una especie o isotipo particular y la
estructura de otro anticuerpo de la misma o de diferente especie o isotipo.

Un “anticuerpo multiaspecifico” s un anticuerpo que reconoce més de
un epltope en uno o més antigenos. Una subclase de este tipo de anticuerpo
es un “anticuerpo biespecifico” que reconoce dos epltopes distintos en el
mismo o en diferentes antigenos.

Una “varlante® de un polipdptido (por ejemplo un anticuerpc) comprende
una secuencia de aminoacidos donde uno o mas restos de aminoacido se
insertan, se delecionan y/o se sustituyen en la secuencia de aminoacidos con
respecto a otra secuencia polipeptidica. Las variantes de la invencién incluyen
proteinas de fusion.

Un “derivado™ de un polipéptido es un polipéptido (por ejemplo, un
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anticuerpo) que se ha modificado quimicamente de alguna manera distinta de
variantes de insercion, delecién o sustitucion, por ejemplo, por conjugacién con
otro resto quimico. A menos que se indique otra cosa, el término “anticuerpo®
incluye, ademés de anticuerpos que comprenden dos cadenas pesadas de
longitud completa y dos cadenas ligeras de longitud completa, derlvados,
variantes, fragmentos y muteinas de los mismos, ejemplos de los cuales se
describen a continuacién.

Una molécula {por ejemplo, un anticuerpo) “se une especificamente al
receptor de IL-4" sl se uns al receptor de IL-4, o a un fragmento del mismo, con
al menos una afinidad 10 veces méas alta con la que se une la molécula a un
polipéptido no relacionado con el receptor de IL-4.

Un “dominio de unién a antigeno® o “regién de union a antigeno” es ta
parte de una molécula de anticuerpo que contiene los restos de aminoécido (u
otros restos) que Interaccionan con un antigeno y dan al anticuerpo su
especificidad y afinidad por al antigeno.

Un “epltope” es la parte de una molécula que se une por un anticuerpo.
Un epltope puede comprender partes no contiguas de la molécula (por ejemplo,
en un polipéptido, los restos de aminoéacido que no son contiguos a otro en la
secuencia polipeptidica pero que, juntos en el contexto de la molécula, se unen
por un anticuerpo).

Indicacionas

En un aspecto, la presente invencién proporciona procedimientos para
tratar, prevenir, curar, aliviar, 0 mejorar una enfermedad, trastorno, afeccién, o
dolencia. Entre las afecclones a tratar de acuerdo con la presente invencion

esta asma, artritis séptica/reactiva, dermatitis herpetiforme, urticaria idiopatica
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cronica, esclerodermia, cicatrizacidn hiperirdfica, enfermedad de Whipple,
hiperplasia de prostata benigna, trastomos pulmonares en los que IL-4 juega
un papel, afecciones en las que la alteracion de la barrera epitelial inducida por
IL4 juega un papel, trastomos del sistema digestivo en los que L4 juega un
papel, incluyendo enfermedad inflamatoria del intestino y otras afecciones
inflamatorias en el tracto gastrointestinal, reacciones alérgicas a ia medicacién,
enfermedad de Kawasaki, enfermedad de células falciformes (incluyendo crisis
de células falciformes), sindrome de Churg-Strauss, enfermedad de Grave,
preeciampsia, sindrome de Sjogren, sindrome linfoproliferative autolnmune,
anemia hemolltica autoinmune, eséfago de Barreit, uveitis autoinmune,
tuberculosis, y nefrosis, como se describe con mas detalle a continuacién. Los
antagonistas de IL-4R también encuentran uso como adyuvantes para
inmunoterapia de alergia y como adyuvantes de vacuna.

Los ejemplos de anticuerpos adecuados para tratar estas afecciones se
describen a continuacion, e Inciuyen, por ejemplo, anticuerpos que se unen a
IL4R e inhiben la unién de IL-4 al mismo. Los anticuerpos particularmente
Utiles también inhiben la unién de IL-13 al! receptor de IL-13 (IL-13R). Las
realizaclones particulares de la invencién incluyen nuevos anticuerpos y
derivados de anticuerpo, fragmentos, mutelnas y variantes, polipéptidos,
moléculas de acido nucleico, céiulas, procadimientos para prepara lo anterior,
procedimientos que inhiben IL-4Ra, y procedimientos para tratar un sujeto,
ejemplos de los cuales se describen a continuacifn.

En un aspacto, la presente invencién proporciona procedimientos que
comprenden administrar un anticuerpo ant-IL<4Ra a un sujeto. En una

realizacién, el sujeto esti afectado por, o en riesgo de desarrollar, una afeccién
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(incluyendo, por ejemplo, una dolencla, infeccion, lesién, enfermedad, o
trastomno) que estd causada, inducida, mediada, potenclada, exacerbada, o
afectada de otro modo, directa ¢ indirectamente, por la actividad de IL-4Ra.
Dichas afecciones Incluyen, por ejemplo, afecciones causadas, inducidas,
mediadas, potencladas, exacerbadas, o afectadas de otro modo, directa o
indirectamente, por IL-4 y/o IL-13. Otros factores o citoq.ulnas también pueden
Jugar un papel en dichas afecciones.

Las actividades biolégicas de IL-4 estén mediadas a través de la unién a
receptores de superficie celular especificos, menclonados como receptores de
interleuquina-4 (IL-4R). Las afecciones Inducidas por IL-4 incluyen aquellas que
surgen de respuestas biol6gicas que son el resultado de la unién de IL-4 a un
receptor IL-4 nativo en una célula, o que pueden inhibirse o suprimirse evitando
que IL-4 se una a un receptor de IL-4. Las afecciones que pueden tratarse
incluyen, aunque sin limitacién, trastomos médicos caracterizados por la
expresion anormal de IL-4 o de uno o mas componentes de un IL-4R o [L-13R
(incluyendo, por ejemplo, sobre-expresién, mala expresién en un tejido o tipo
celular particular, o mala expresion en una fase de desamollo particular), o por
una respuesta del huésped anormal a la produccion de IL-4. Los ejemplos
adicionales son afecciones en las que la produccion de anticuerpos inducida
por IL-4, o proiiferacién o flujo de un tipo celular particular, juega un papel. Los
trastornos inducidos por IL4 Incluyen aquelios en los que IL-4 induce ia
regulacién positiva de receptores de IL4 o produccién potenciada de otra
proteina que juega un papel en una enfermedad (por ejemplo, otra citoquina).

Un procedimiento para tratar un mamifero, que Incluye un sujeto
humano, que tiene dicho trastorno médico comprende administrar un
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anticuerpo anti-IL-4R, o derivado del mismo, al mamifero o poner en contacto
de otro modo un IL-4R del mamifero con el anticuerpo o derivado, por ejemplo,
en un procedimiento ex vivo. Las afecciones que pueden tratarse de acuerdo
con la presente invencion se describen, por ejemplo, en el documento USSN
09/847.816, presentado el 1 de mayo de 2001, la descripcién relevante del cual
se incorpora como referencia en este documento. Dichas afecciones incluyen,
aunque sin limitacién, asma, artritis séptica/reactiva, dermatitis herpetiforme,
urticaria (especiaimente urticaria idiopatica crénica), tlceras, inflamacién
géstrica, inflamacidén de la mucosa, coliis ulcerosa, enfermedad de Crohn,
enfermedad Inflamatoria del intestino, otros trastomos del sistema digestivo en
los que IL-4 juega un papel (por ejemplo, Inflamacién inducida por IL-4 de parte
del tracto gastrointestinal), afecciones en las que |a alteracién de la barrera
inducida por IL-4 juega un papel {por ejemplo, afecciones caracterizadas por la
funcién de la barrera epitelial disminuida en el puimén o tracto gastrointestinal),
esclerodermia, cicatrizacién hiperirdfica, enfermedad de Whipple, hiperplasia
de préstata benigna, afecciones pulmonares inducidas por IL-4, (incluyendo las
enumeradas a continuacion), reacclones alérgicas a la medicacién, enfermedad
de Kawasaki, enfermedad o crisis de células falciformes, sindrome de Churg-
Strauss, enfermedad de Grave, preeclampsia, sindrome de Sjogren, sindrome
linfoproliferativo autoinmune, anemia hemolitica autoinmune, esé6fago de
Barrett, uveltis autoinmune, tuberculosis, nefrosis, pénfigo vulgar o penfigoide
ampollar (enfermedades ampollares autoinmunes), y miastenia grave (una
enfermedad muscular autoinmune).

Los anticierpos Anti-IL4R, y derivados da los mismo, también

encuentran uso como adyuvantes para inmunoterapla de alergia y como
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adyuvantes de vacuna. Por consiguients, puede emplearse un anticuerpo anti-
IL4R como adyuvante para tratamiento por inmunoterapla de la alergla. Los
anticuerpos anti-iL-4R encuentran uso adicional como adyuvantes de vacuna,
tales como adyuvantes para vacunas contra el céncer y vacunas contra

5 enfermedades infecclosas. El uso de adyuvantes de IL-4, especialments
cuando dirigen la respuesta inmune hacla una respuesta TH1 serlan
beneficiosas para tratar o prevenir la enfermedad en cuestion.

Artritis sépti iva

Puede emplearse un anticuerpo anti-IL-4R para tratar artritis séptica, que

10 también se conoce como artritis reactiva o artritis bacteriana. La artritis séptica
puede desencadenarse por (provocarse por, 0 desarrollarse después de)
infeccidn con microbios tales como Staphylococcus sureus, Chlamydia
trachomatis, Yersinia por ejemplo, Y. enterocolitica, Salmonella, por ejemplo, S.
enteritidis, Shigella y Campylobacter. Se ha informado de que S. aureus es el

15 patdgeno humano principal en artritis séptica, responsable de la mayoria de los
casos.

IL4 y las respuestas Th2 dependientes de il.-4 juegan papeles en la
promocion de la arfritis séptica. Puede emplearse un anticuerpo antl-IL-4R de
acuerdo con la invencién para inhibir IL-4 y también para suprimir la respuesta

20 Th2 en pacientes que tienen artritis séptica o estan en riesgo de desarmollar
artritis séptica.

IL-4 aumenta la carga bacteriana y la persistencia de bacteria en las
articulaciones, inhibiendo la eliminacién de las bacterias. Puede emplearse un
anticuerpo anti-IL-4R para ayudar a la eliminacién de las bacterias asociado

25 con artritis reactiva, reduciendo de este modo las manifestaciones clinicas tales

| —— — R ——————— ——




10

15

20

25

426

28

como hinchazdn en las articulaciones. Puede administrarse un anticuerpo anti-
IL4R a un sujeto humano que padece de artritis séptica, para reducir Ia
inflamacién articular mediada por IL4. En un enfoque, se inyecta un
antagonista en una articulacion, por ejemplo, en el fluido sinovial de la rodilla.

El uso de un antlcuerpo anti-IL-4R puede beneficiar a sujetos que tienen
(o estédn en riesgo de) artritis séptica suprimiendo una respuesta TH2 y
promoviendo una respuesta TH1 contre la infecclén. Las cltoquinas TH2
pueden contribulr a la persistencia bacteriana en la articulacién, mientras que
una respuesta TH1 juega un papel en la eliminacién de las bacterias.

El anticuerpo puede administraree a sujetos infectados con bacterias u
otro microblos tales como los enumerados anteriormenta, para evitar el
desarrollo de artritis séptica. Puede administrarse un anticuerpo, por ejemplo,
después del diagnoéstico con dicha infaccién, pero antes del desamolio de ios
sintomas clinicos de artritis séptica.

Enfermedad de Whipple

Tropheryma whippelii es |la bacteria causante de la enfermedad de
Whipple, tamblén conocida como lipodistrofia intestinal y granulomatosis
lipofagica. La enfermedad estd caracterizada por esteatorrea, linfadenopatia
frecuentements generalizada, artritls, fiebre, y toses. Tamblén se presenta en
paciente con enfermedad de Whipple una abundancia de macréfagos
“espumosos” en la lamina propia del yeyuno, y ganglios linfaticos que contienen
particulas positivas a &acido peryddico-schiff que parecen baciliformes por
microscopla electronica (Steadman’s Medical Dictionary, 26" Edicién, Willlams
& Wilkins, Baltimore, MD, 1995).

El uso de un anticuerpo anti-IL-4R puede beneficlar a sujetos que tienen
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(o estan en riesgo de desamollar) enfermedad de Whipple, restaurando un
equilibrio normal entre ios componentes TH1 y TH2 de la respuesta inmune dei
pacienta. La produccién aumentada de IL-4 (una citoquina de tipo TH2) y
niveles disminuidos de ciertas citoquinas de tipo TH1 se han asociado con la
enfermedad de Whipple. Las citoquinas TH2 pueden contribuir a la persistencia
bacteriana, mienitras que una respuesta TH1 juega un papel en la eliminacion
de las bacterias causantes. Los antegonistas de IL-4R pueden administrarse a
sujetos infectados con T. whippelii, muestre o no el sujeto sintomas clinicos de
la enfermedad de Whipple.

Dermatitis herpetiforme

La dermatitis herpetiforme, también conocida como enfermedad de
buhring. es una afeccién cutédnea cronica caracterizada por lesiones cuténeas
ampoliares, depdsilos de IgA cutAneos, y picor. Los paclentes tienen un
trastomo cutdneo inmunoampoliar con una enteropatia sensible a gluten
asaciada, que esti mediada por una respuesta inmune Th2. Se administra un
anticuerpo antl-IL4R de acuerdo con la presente invencién, para inhibir IL-4 y
la respuesta Th2, promoviendo de este modo la curacién de las lesiones
presentes y reduciendo o evitando la formacién de ampollas en las superficies
corporales mas extensas.

Cicatrizacién hipertréfica

De acuerdo con la presente Invencion, se administra anticuerpo anti-IL-
4R a sujetos que tienen, o son susceptibles de desamollar, cicatrizacién
hipertrdfica. En un procedimiento proporcionado en este documento, se
administra un anticuerpo anti-IL-4R a un sujeto con una lesién por quemadura.

Se cree que una respuesta inmune a quemaduras u ofras Ilesiones juega un
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papel en la patogénesis de cicatrizacion hipertréfica. La produccion aumentada
de citoquinas de tipo TH2, incluyendo IL-4, y niveles reducidos de ciertas
citoquinas de tipo TH1 se ha presentado en pacientes quemados que tienen
cicatrizacién hipertrofica. El uso de anticuerpo anti-IL-4R puede beneficiar a
sujetos que tienen (o en riesgo de desarrollar) cicatrizaciéon hipertréfica,
suprimiendo la respuesta inmune de tipo TH2.
Utticaria
La urticaria, especialmente las formas crénicas de la misma tales como
urticaria Idiopética crénica (CIU), puede tratarse con un anticuerpo ant-IL-4R
de acuerdo con |a presente invenclén. Los pacientes de CIU tienen niveles en
suero mas altos de IL4 que los controles, y pueden tener un perfil de
_citoquinas predominantements de tipo TH2. Los mastocitos y las células T de
tipo Th2 estan implicados como células efectoras primarias en urticaria crénica.
IL-4 estimula la proliferacibn de mastocitos. La desgranulacién de los
mastocitos conduce a la liberacién de histamina, posterior eritema, eosinofilia,
rojez de la piel, y picor. Los anticuerpos anti-IL-4R se administran para inhibir
IL-4 y reducir la respuesta de tipo TH2, ayudando de este modo a controlar la
urticaria en un sujeto.
olitis u a; t del t integtinal
IL4 est4 implicada en la patogénesis de colitis ulcerosa. Las dioqulnas
de tipo Th2 Incluyendo IL-4 pueden predominar en la mucosa del colon de
pacientes con este trastomo. El uso de anticuerpos antl-IL-4R para suprimir la
respuesta TH2 puede aliviar esta afeccion.
Ademads de |a colitis ulcerosa, otros trastornos del tracto gastrointestinal

o sistema digestivo pueden tratarse con anticuerpos ant-IL4R. Los ejemplos
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de dichos trastomnos incluyen, aunque sin limitacién, enfermedad inflamatoria
del! intestino (IBD), siendo colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn formas de
IBD, gastritls, Giceras, e inflamacion de la mucosa.

Cualquier afeccién gastrointestinal en la que IL-4 juegue un papel puede
tratarse con un anticuerpo anti-IL-4R de acuerdo con la presaente invencion. Por
ejemplo, las afecciones que implican inflamacién inducida por IL-4 de parte del
tracto gastrointestinal pueden tratarse con un anticuerpo anti-IL-4R. Las
realizaciones particulares se refieren al tratamiento de afecciones inflamatorias
cronicas en el tracto gastrointestinal.

Otras realizaciones se refieren a afecciones en las que la alteracién de
la barrera inducida por IL-4 juega un papel, por ejemplo, afecciones
caracterizadas por funcidon de la barrera epitelial disminuida en al menos una
parte del tracto gastrointestinal. Dichas afecciones pueden, por ejemplo,
implicar el dafio al epitelio que se induce por IL-4, directa o indirectaments.

El epitelio Intestinal forma una barrera relativamante Impermeable entre
el lumen y la submucosa. La alteracién de la bamera epitelial se ha asociado
con afecciones tales como enfermedad inflamatora del intestino. Véase el
anadlisis en Youakim, A. y M. Ahdleh (Am. J. Physiol. 276 (Gastrointest. Liver
Physiol. 39). G1279-G1288, 1999), incorporado por la presents como
referencia en su totalidad. Una barrera dafiada o "filtrante” puede permitir que
los antigenos crucen la barrera, que a su vez provoca una respuesta inmune
que puede causar dafio adicional al tejido gastrointestinal. Dicha respuesta
Inmune puede incluir el reclutamiento de neutrdfilos o células T, por ejemplo.
Puede adminlistrarse un anticuerpo antl-IL-4R para Inhibir la estimulacién no
deséable de una respuesta inmune.
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Trastomos pulmonares
Se proporcionan en este documento procedimientos para tratar

trastomos pulmonares inducidos por IL-4. Dichos trastomos incluyen, aunque
sin limitacién, fibrosis pulmonar, incluyendo enfermedad pulmonar fibrética
crbnica, otras afecciones caracterizadas por la proliferaclén de fibroblastos
inducida por IL-4 o acumulacién de colageno en los pulmones, afecciones
pulmonares en las que la respuesta Inmune de tipo TH2 juega un papel,
afecclones caracterizadas por funcién de la bamrera disminuida en el puimdn
(por ejemplo, provocado por el dafio Inducido por IL-4 al epitelio), o afecciones
en las que IL4 juega un papel en una respuesta inflamatoria (por ejemplo,
asma).

La fibrosls quistica est4 caracterizada por la sobreproducciéon de mucus
y desarroilo de infecciones cronicas. La inhibicién de IL4 y la respuesta Th2
reducira la producclén de mucus y ayudara a controlar las Infecclones iales
como aspergiloais broncopulmonar alérgica (ABPA).

La micosls broncopulmonar alérgica sucede principaimente en pacientes
con fibrosis quistica o asma, donde es dominante una respuesta inmune Th2.
La Inhibicién de IL4 y la respuesta TH2 ayudara a eliminar y controlar estas
infecciones.

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica estd asociada con
hipersecrecion de mucus y fibrosis. La inhiblcién de IL-4 y la respuesta Th2
reducird la produccién de mucus y el desamolio de flbras mejorando de este
modo la funcién respiratoria y retardando la progresién de ia enfermedad.

La neumopatia y fibrosis inducida por bleomicina, y fibrosis pulmonar

inducida por radlacién son frastomos caracterizados por fibrogis del puimén
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que se manifiasta por el flujo de células CD4" Th2 y macréfagos, que producen
IL4 que a su vez media el desarrollo de fibrosis. La inhibicion de IL4 y la
respuesta Th2 reducira o evitaré el desarrolio de estos trastomos.

La proteinosis alveolar pulmonar estd caracterizada por la alteracién de
la eliminacién de tensioactivo. IL-4 aumenta el producto tensioactivo. El uso de
un anticuerpo anti-iL-4R disminulra la produccidn de tensioactivo y disminuira la
necesidad de un lavado puimonar completo.

El sindrome de distrés respiratorio en el adulto (ARDS) puede atribuirse
a varios factores, uno de los cuales es la exposicion a compuestos quimicos
toxicos. Una poblacion de pacientes susceptible a ARDS es pacientes
criicemente enfermos que tienen que usar respiradores. ARDS es una
complicacion frecuante en dichos pacientes. Un tratamiento con anticuerpo
anti-IL-4R puede aliviar ARDS reduciendo la inflamacién y moléculas de
adhesién, aunque los procedimientos para tratar dichos sujetos de acuerdo con
la presante Invencién no se limitan por un mecanismo particular de accién.
Puede usarse un anticuerpo anti-IL-4R para prevenir o tratar ARDS.

La sarcoidosis estA caracterizada por lesiones granulomatosas. El uso
de un anticuerpo antl-IL-4R para tratar sarcoidosls, particularmente sarcoldosis
puimonar, se contempla en este documento.

Las afecciones en las que la alteracién de la barrera inducida por IL-4
juega un papel! (por ejemplo, afecciones caracterizadas par la funcién de la
barrera epitelial disminuida en el pulmén) pueden tratarse con anticuerpo anti-
IL-4R. El dafio a ia barrera epitelial en los pulmones puede inducirse por IL4
directa o indirectaments. El epitelio en el pulmén funciona como bamera

selectiva que evita que los contenidos del lumen del pulmdn entren a la
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submucosa. Una barrera dafiada o iltrante® permite que los antigenos crucen
la barrera, que a su vez provoca una respuesta inmune que puede causar dafio
adicional al tejido pulmonar. Dicha respuesta inmune puede incluir el
reclutamiento de eosindfilos o mastocitos, por ejemplo. Puede administrarse un
anticuerpo anti-IL-4R para Inhibir dicha estimulacién no deseable de una
respuesta inmune.

Pueden emplearse anticuerpos anti-IL-4R para promover la curacién del
epltelio pulmonar, restaurando de este modo la funcién de la barera. Puede
emplearse un anticuerpo anti-IL-4R para promover la curacién del epitelio
pulmonar en asmaticos, por ejemplo. Como altemativa, se administra el
antagonista para propésitos profilacticos, para evitar el dafio inducido por (L4
al epitelio pulmonar.

Tuberculosis

Una respuesta inmune de tipo TH2 esté4 implicada en el papel que se
juega en la causa del dafio tisular (por ejemplo, necrosis del tejido pulmonar)
en pacientes con tuberculosis (TB). Los niveles elevados de IL-4 estan
asoclados con TB. La produccion de IL-4 puede estar particularmente elevada
en tuberculosis cavitaria (es decir, en paclentes TB que han desarroliado
cavidades pulmonares, que pueden detectarse/visualizarse por técnicas tales
como radiografias del pecho).

Los anticuerpos ant-IL-4R pueden beneficiar a pacientes TB
(especialments a aquellos con TB cavitaria) suprimiendo una respuesta Inmune
de tipo TH2. Sin embargo, los procedimientos para tratar a dichos sujetos de
acuerda con la presents invencion no se limitan por un mecanismo particular de

accién. Los anticuerpos anti-IL-4R se administran de manera ventajosa en una
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de la respuesta inmune, y reducen el dafio tisular inducido por IL-4 en un
paciente.

Sindrome de Churg-Strauss

El sindrome de Churg-Strauss, una enfermedad también conoclda como
anglitis granulomatosa alérgica, esth cargchaﬁzado por la inflamacién de los
vasos sanguineos en personas con una historia de asma o alergia, y por
eosinofilia. Pueden administrarse anticuerpos anti-IL-4R para aliviar la
inflamacién en sujetos con este sindrome. El uso de anticuerpos anti-iL4R
para suprimir una respuesta inmune de tipo TH2, y para combatir la eosinofilia,
beneficiarfa a los sujetos.

Preeclampsia

La preeclampsia es una toxemia del embarazo tardio. La afeccién ests
caracterizada por un aumento fuerte en la presion sanguineo, generaimente
acompafiado por edema y albuminura, durante el tercer frimestre del
embarazo.

Las respuestas inmunes de tipo TH1 y tipo TH2 elevadas pueden jugar
un papel en la afeccidn. Un procedimiento proporcionado en este documento
comprende administrar un anticuerpo anti -IL-4R a una mujer embarazada que
ha desarrollado preeclampsia. El anticuerpo anti-IL4R se administra en una
cantidad, y durante un periodo de tlempo, suficiente para redudir el nivel de IL-4
(o de cltoquinas de tipo TH2 colectivamente) a un nivel que se considera
normal durante el embarazo. En general, el anticuerpo anti-IL-4R se administra
de manera repetida mientras dure el embarazo.

Esclerodermia
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acuerdo con la invencidn. Los anticuerpos reducen la sintesis de colageno
inducida por IL-4 por fibroblastos en los pacientes. Los anticuerpos pueden
emplearse para prevenir o reducir la fibrosis en la piel y tejldos pulmonares, asi
como otros tejidos en los que sucede fibrosis en pacientes con esclerodermia,
suprimiendo la sintesis de colageno en dichos tejidos, y para tratar enfermedad
pulmonar relacionada con esclerodermia.

Hiperplasia de Prdstata Benigna

La hiperplasia de préstata benigna (BPH), tamblén conocida como
hiperirofia de prdstata benigna, puade tratarse con anticuerpos ant-IL-4R. Sin
el deseo de estar limitados por un mecanismo particular de accién, la
administracién de un anticuerpo anti-IL-4R puede beneficlar a un sujeto con
BPH suprimiendo la inflamacién inducida por IL-4, o suprimiendo una respuesta
inmune de tipo TH2.

Enfermedad de Grave

Los anticuerpos dirigidos contra el receptor de tirotropina juegan un
papel Importante en la enfermedad de Grave, un trastomo caracterizado por
hipertiroidismo. Los estudios de la produccién de citoquinas en pacientes con
enfermedad de Grave muestran un cambio hacia una respuesta de citoquinas
de tipo TH-2. El uso de un anticuerpo anti-IL4R para suprimir la respuesta
inmune de tipo TH2, y suprimir la produccién de anticuerpos, beneficiaria a
pacientes con enfermedad de Grave.

Enfermedad de Células Falciformes

Los pacientes con enfermedad de células falciformes tipicamente

experimentan perlodos intermitentes de crisis llamadas exacerbacién aguda,
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estando las crisis clasificadas como anémicas o vaso-ociusivas. Los
anticuerpos anti-iL-4R encuentran uso para tratar o prevenir las crisis de
células falciformes, especiaimente en sujetos con niveles de IL-4 elevados o en
los que la respuesta Inmune ha camblado hacla una respuesta de tipo TH-2. La
enfermedad de células felciformes (especiaimente crisis de células faiciformes)
86 ha asociado a susceptiblidad aumentada a enfermedades infecciones,
Incluyando infecciones bacterianas. La administracion de antlcuerpos antl-IL4R
a paclentes con enfermedad de células falciformes puede ayudar a que el
paciente elabore una respuesta inmune contra enfermedades infecciosas.

Sindrome de Siogren

La enfermedad autoinmune conocida como sindrome de Sjogren o
sindrome sicca tipicamente combina ojos secos y boca seca con un trastomo
de los tejildos conectivos, tal como ariritis reumnatoide, lupus, esclerodemmia, o
polimiositis. La inmensa mayoria de los pacientes son mujeres de edad media
(o mayores). El sindrome de Sjogren es una enfermedad inflamatoria de las
glandulas (por ejemplo, glandulas lagrimal y salival) y otros tejidos del cuerpo.
El sindrome tipicamente esta asoclado con la producclén de autoanticuerpos.

Pueden administrarse anticuerpos anti-IL-4R para reducir la respuesta
inflamatoria (tal como Inflamacion de las glandulas, incluyendo giadndulas
lagrimales) en dichos suletos. Los anticuerpos antl-IL-4R pueden beneficiar a
paclentes con sindrome de Sjogren suprimiendo una respuesta inmune de tipo
TH-2. Sin embargo, los procedimientos para tratar sujetos de acuerdo con la
presents invencién no se limitan por un mecanismo particular de accion,

I linfoproliferativo autoinmune

Las manifestaciones del sindrome linfoproliferativo autoinmune incluyen
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linfoproliferacién y produccion de autoanticuerpos. Los pacientes con el
sindrome segiin se dice tienen una deficiencia heredada en la apoptosis. Los
anticuerpos anti-IL-4R pueden beneficiar a sujetos con este sindrome
suprimiendo una respuesta inmune de tipp TH2. Sin embargo, los
3 procedimientos para. tratar a dichos sujetos de acuerdo con ia presente
invencién no se limitan por un mecanismo particular de accion.
Anemia h [tica autoinmun
La sacrecion de IL-4 excesiva, y una diferencia en cltoquinas de tipo
. TH1, estan implicadas en la contribucion a la patogénesis de anemia hemolltica
10 autoinmune. Los anticuerpos anti-IL-<4R se administran de acuerdo con la
presenta invencidn, para beqoﬁdar pacientes reduciendo la produccién de
autoanticuerpos, y restauraﬁdo un equilibrio més normat entre los componentes
TH1 y TH2 de la respuesta Inmune.
Uveltis autoinmune
15 La uveltis implica inflamacion de ta (vea (generaimente considerada que
incluye el irls, cuerpo ciliar, y coroides, considaerados Juntos). La secrecién de
IL-4 en exceso estd implicada como que juega un papel en la patogénesis de
esta enfermedad ocular inflamatoria que amenaza la vista. De acuerdo con la
presente invenclon, se administran anticuerpos anti-IL-4R a un sujsto con, o en
20 riesgo de desarollar uveltis. En una realizacldén, se administran anticuerpos
anti-IL4R a un individuo que tiene uveorretinitis autoinmune.
nfermedad de Kawasaki
También conocida como e! sindrome del gangllo linfAtico mucocuténeo,
la enfermedad de Kawasaki (KD) afecta principalmente a nifios pequefios. La

25 enfermedad estd caracterizada por cambios particulares en las membranas
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mucosas que recubren los labios y la boca, y por gldndulas linfaticas alargadas,
delicadas. Los sintomas tipicamente inciuyen, fiebre, conjuntivitis, inflamacion
de los labios y membranas mucosas de la boca, gldndulas hinchadas en el
cuello, y una rojez que cubre las manos y los ples, conduclendo a piel
endurecida, hinchada y descamada en !as manos y los pies. En nifios con
enfermedad de Kawasaki (KD), puede desarrollarsa inflamacion de las arterias
(vasculitis). Debido al efacto de la enfermedad en el sistema vascular, se ha
informado de que KD es la causa principal de enfermedad cardiaca adquirida
en nifios.

Pueden administrarse anticuerpos antl-IL-4R a sujetos con enfermedad
de Kawasaki, La secrecién excesiva de IL+4 y una deficiencla en citoquinas de
tipo TH1 contribuye a la patogénesis de la enfermedad.

Eséfago de Barrett

El estfago de Barmrett es una afeccién caracterizada por alteracién
(después de imritacién) en las células en el tejido epitelial que recubre la parte
inferior del esdfago. El reflujo frecuente de los contenidos del estémago en el
esofago, en el tiempo, puede conducir a eséfago de Barrett. Los pacientes con
estfago de Barreit estdn en riesgo de desamvllar cancer de eséfago (por
ejemplo, adenocarcinoma). Aunque no se desea limitarse por un mecanismo
particular de accién, la administraclon de un anticuerpo anti-IL-4R puede
beneficiar a un sujeto con esdfago de Barrett suprimiendo una respuesta
inmune de tipo TH2. En una realizacién, se administra un anticuerpo anti-IL4R
a un sujeto con esofagitis, para inhibir la progresitn a eséfago de Barrett.

N s

La nefrosis, también conocida como sindrome nefrético, es una
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enfermedad renal que es no inflamatoria y no maligne. En la afeccién conocida
como nefrosis de cambio minimo, el dafio glomerular (que se cree que surge
de cambios estructurales en las células del epitelio visceral glomerular) provoca
anormalldades que incluyen proteinuria. Una respuesta Inmune de tipo TH2
(especiaimente secrecion de las citoquinas de tipo TH2 IL4 e IL-13) esta
implicada como que juega un papel en la patogénesis de nefrosis de cambio
minimo.

Ofras indicaciones

Los ejemplos adiclonales de afecclones que pueden tratarse de acuerdo
con [a presente invencién incluyen, aunque sin limitacién, las siguientes.
Pueden emplearse anticuerpos anti-IL-4R para tratar o prevenir el sindrome de
hiper IgE, sindrome de hiperecsincfilla idlopatica, reacciones alérgicas a
medicacion, enfermedades ampollares autoinmunes (por ejemplo, pénfigo
vulgar o penfigoide ampollar), miastenia grave (una enfermedad muscular
autoinmune), y sindrome de fatiga crénica. Pueden emplearse anticuerpos anti-
IL4R para fratar GVHD; a continuacibn se describen procedimientos
particularas para tratar GVHD en combinacién con otros agentes terapéuticos.
Los anticuerpos anti-IL-4R también encuentran uso en el tratamiento o
prevencién de hepatotoxicidad inducida por fdrmacos tales como diclofenaco
(un fArmaco anti-inflamatorio no estercideo).

Puede emplearse un anticuerpo anti-IL-4R como adyuvante para el
tratamiento por inmunoterapia de alergla. Los anticuerpos antl-L-4R
encuentran uso adicional como adyuvantes de vacuna, tales como adyuvantes
para vacunas contra el cancar y vacunas contra enfermedades infecclosas. El

uso de anticuerpos anti-IL-4R es especiaimente ventajoso cuando favorecer
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una respuesta Inmune de tipo TH1 seria beneficioso para prevenir o tratar la
afeccidn para la que la vacuna se esth administrando. Pueden emplearse
anticuerpo anti-IL-4R cuando se desea reducir una respuesta inmune mediada
por anticuerpos y/o promover una respuesta inmune mediada por células T.
Anticuerpos anti-IL4R

En un aspecto, la presente invencion proporciona anticuerpos, Yy
fragmentos, derivados, mutelnas, y variantes de los mismos, que se unen al
receptor aifa de IL-4, por ejemplo, el receptor aifa de IL-4 humano.

Los anticuerpos anti-IL-4R que pueden emplearse de acuerdo con la
presente invencién incluyen anticuerpos gue inhiben una actividad biolégica de
IL4. Ejemplos de dichas actividades bioldgicas incluyen asociarse con otro
componente receptor (por ejemplo, IL-2R gamma o IL-13R alfa), unir (solo o
como parte de un complejo receptor multimérico) una molécula de sefializacion
(por ejemplo, IL-4 o IL-13), y fransducir una sefial en respuesta a la unién a una
molécula de sefializacion.

Pueden unirse diferentes anticuerpos antl-IL-4R a diferentes dominios o
epltopes de IL-4R o funclonar por diferentes mecanismos de acci6n. Los
ejempios incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos que impiden la unién de
IL4 a IL-4R o que inhiben la transduccion de sefiales. El sitic de accién puede
ser, por ejemplo, intracelular (por ejemplo, impidiendo una cascada de
sefializacion intracelular) o extracelular. Un anticuerpo no tiene que inhibir
completamente una actividad inducida por IL-4 para encontrar uso en la
presents invencidn; en su lugar, también se contemplan anticuerpos que
reducen una actividad particular de L4 para su uso.

Los anélisis presentados anteriormente de mecanismos particulares de
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accion para anticuerpos anti-IL-4R en el tratamiento de enfermedades
particulares son sdlo ilustrativos, y los procedimientos presentados en este
documento no estan limitados por las mismas. Los mecanismos de accion por
los que los anticuerpos anti-IL-4R mejoran enfermedades no se limitan a los
analizados anteriorments.

Un anticuerpo anti-IL-<4R puede inhibir un flujo mediado por IL-4 de
células implicadas en una respuesta inmune o Inflamatoria. Un anticuerpo
puede funclonar, por ejemplo, reduciendo la proliferacidn, activacion, migracién,
flujo o acumulacion de un tipo celular particular, o inhibiendo una respuesta
biol6gica directa o indirectamente atribuible a un tipo celular particular. Los
ejemplos de tipos celulares particulares son fibroblastos, mastocitos, y
eosindfilos.

Como se ha analizado anteriormente, algunas afecclones se pueden
tratar suprimiendo una respuesta inmune de tipo TH2. IL-4R esta asociado con
una respuesia TH2, y es una de ias citoquinas secretadas por células T
auxiliares de tipo 2 (células TH2). Puede administrarse un anticuerpo anti-IL-4R
para reducir una respuesta inmune de tipo TH2. El anticuerpo contra IL-4R
puede decirse que reduce la proliferacion de células TH2, suprime una
respu;asta TH2, cambla la respuesta inmune hacia una respuesta TH1, o
favorece una respuesta de tipo TH1. Los antagonistas de ofra citoquina o
citoquinas de tipo TH2, tales como IL-5, IL-10, o IL-13, pueden administrarse
adicionaimente a sujetos que tienen un frastomo que Implica niveles elevados
de dichas citoquinas. Las técnicas para medir la cantidad de dichas citoquinas
en un sujeto, por ejemplo, en el suero del sujsto, son bien conocidas.

Una realizacion de la invencién se refisre a un procedimiento para inhibir
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6l dafio inducido por IL-4 al epitelio, que comprende administrar un anticuerpo
anti-IL4R a un sujeto que tiene, o estd en riesgo de desarrollar, una afeccién
en Ia que la alteracion de la barrera epitelial mediada por IL-4 juega un papel.

Realizaciones particulares de procedimientos proporcionados en este

5 documento comprenden administrar un anticuerpo anti-IL-4R para inhibir el
dafio inducido por L4 al epitelio en el fracto gasiroiniestinal o pulmén. Dichos
procedimientos pueden emplearse para evitar el dafio epitelial, o restaurar la
funcidn de la barrera epitelial (es decir, promover la reparacién o curacion del
epitelio). La capacidad de un anticuerpo anti-IL4R de Inhibir el dafio inducido

10 por IL4 al epitelio pusde confimarse en cualquiera de varios ensayos
adecuados, tales como los descritos en este documento.

Cualquier inflamacién asociada con (o posterior a) una infeccién también
puede fratarse con un anticuerpo anti-IL-4R. El anticuerpo puede administrarse
para Inhibir cualquier componente inducido por IL-4 de una respuesta

15 Inflamatoria provocada por infecclon microbiana en el tracto gastrointestinal,
por ejempilo.

Las combinaciones de dos © més anticusrpos o derivados de anticuerpo,
o de un anticuerpos o derivado de anticuerpo y uno o més antagonistas de IL-4,
IL-13, IL4R y/o IL-13R diferentes (como se describe, por ejemplo, en las

20 Patentes de Estados Unidos 5.599.905, 5.840.869, 5.856.296, 5.767.065,
5.717.072, 6.391.581, 5.710.023, Idzerda y col.,1990, J. Exp. Med. 171: 861-
73, y Mosley y col., 1989, Cell 59: 33548, Incorporados en este documento
como referencia en su fotslidad) pueden emplearse en procedimientos y
composiciones de la presents invencién.

25 Los procedimientos de mutagénesis especlfica de sitio dirigida por
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oligonucledtidos pueden emplearse para proporcionar un gen alterado -que
tiene codones particulares alterados de acuerdo con la sustitucién, delecién, o
insercién necesaria. Los ejemplos de técnicas para hacer dichas alteraciones
se describen en Walder y col., 1986, Gene 42: 133, Bauer y col.1985, Gene 37:
73; Craik, BioTechniques, enero 1985, 12-18; Smith y col, 1981, Genetic
Engineering: Principies and Methods, Plenum Press; y Patentes de Estados
Unidos N° 4,518.584 y 4.737.462. Estos y otros procaedimientos pueden usarse
para preparar, por sjempio, derivados de anticuerpos anti-IL-4R que tiensn, por
ejempio, afinidad, avidez, o especificidad aumentada para IL4R en
comparacién con el anticuerpo no derivatizado.

Otros derivados de anticuerpos anti-IL-4R dentro del alcance de esta
invencién incluyen conjugados covalentes o agregantes de anticuerpos anti-IL-
4R, o fragmentos de los mismos, con otras proteinas o polipéptidos, tales como
por expresibn de proteinas de fusibn recombinantes que comprenden
polipéptidos heterdlogos fusionadoa el extremo N-terminal o C-terminal de un
polipéptido de anticuerpo anti-IL-4R. Por ejemplo, el péptido conjugado puede
ser un pollpéptido safial heterdlogo {o lider), por ejemplo, el lider del factor alfa
de levaduras, o un péptido tal como una sefial de epitope. Las protelnas de
fusién que contienen anticuerpos anti-IL44R pueden comprender péptidos
afiadidos para facilltar la purificacién o identificacién del anticuerpo anti-IL-4R
(por sjemplo, poli-His). Un polipéptido de anticuerpo anti-IL-4R también puede
unirse a un péptido FLAG Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys (DYKDDDDK)
(SEC 1D N° 89) como se describe en Hopp y col., Bio/Technology 6: 1204,
1988, y Patente de Estados Unidos 5.011.912. El péptido FLAG es altamante

antigénico y proporciona un epltope unido de manera reversible por un
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anticuerpo monoclonal especifico {mAb), que posibilita el ensayo répido y
facilita 1a purificacién de la proteina recombinante expresada. Los reactivos
atiles para preparar protelnas de fusién en las que el péptido FLAG se fusiona
a un polipéptido dado estén disponibles en el mercado (Sigma, St. Louls, MO).

Pueden emplearse oligdmeros que contienen uno o mas polipéptidos de
anticuerpo anti-IL-4R como antagonistas de IL-4R. Los oligbmeros pueden
estar en forma de dimeros, trimeras, u oligdmeros superiores unidos de
manera covalente o unidos de manera no covalente. Los oligbmeros que
comprenden dos 0 méas polipéptidos de anticuerpo anti-IL-<4R se contemplan
para su uso, siendo un ejemplo un homodimero. Otros oligémeros incluyen
heterodimeros, hetarotrimeros, etc.

Una realizacién se refiere a oligbmeros que comprenden miiltiples
polipéptidos de anticuerpo anti-IL-4R unidos mediante interacclones covalentes
o no covalentes enire restos peptidicos fusionados a los polipéptidos de
anticuerpo anti-IL-4R., Dichos péptidos pueden ser engarces peptidicos
(espaciadores), o péptidos que tlenen la propiedad de promover la
oligomerizacién. Las cremalleras de leucina y ciertos polipéptidos derivados de
anticuerpos estdn entre los péptidos que pueden promover ia oligomerizacién
de polipéptidos IL-4R unidos a los mismos, como se deacribe con més detalle a
continuacion.

En realizaciones particulares, los oligmeros comprenden de dos o
cuatro polipéptidos de anticuerpo anti-IL-4R. Los restos de anticuerpo anti-IL-
4R del oligbmero pueden esiar en cualquiera de las formas descritas
anteriormente, por ejemplo, variantes o fragmentos. Preferiblements, los

oligébmeros comprenden polipéptidos de anticuerpo anti-IL-4R que tlenen
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actividad de unién a IL4R.

En una realizacién, un oligdmero se prepara usando polipéptidos
derivados de inmunoglobﬁllnas. La preparacion de proteinas de fusion que
comprenden ciertos polipéptidos heterdlogos fusionados a diversas partes de
polipéptidos derivados de antlcuerpo (incluyendo el dominio Fc) se han
descrito, por ejemplo, por Ashkenazi y cof., 1991, PNAS USA 88: 10535; Bym y
col., 1990, Nature 344. 677, y Hollenbaugh y col., 1992 “"Construction of
Immunoglobulin Fusion Proteins®, en Current Protocols in Immunology, Supl. 4,
paginas 10.19.1 - 10.19.11.

Una realizacidon de la presente invenclién se reflere a un dimero que
comprende dos protseinas de fusién creadas fusionando un fragmento de unién
a IL4R de un anticuerpo antl-IL4R a la region Fc de un anticuerpo. El dimero
puede prepararse, por ejemplo, insertando una fusién génica que codifica la
protelna de fusién en un vector de expresién apropiado, que expresa la fusién
génica en células huésped transformadas con el vector de expresién
recombinante, y permitiendo que la proteina de fusién expresada se ensamble
de manera mucho més parecida a moléculas de anticuerpo, mediante lo que se
forman enlaces disulfuro entre las cadenas entre los restos Fc para producir el
dimero.

La expresion “polipéptido F¢" como se usa en este documento fncluya
formas nativas y de mutelna de polipdptidos derivados de la reglén Fc de un
anticuerpo. Las formas truncadas de dichos polipéptidos que contienen la
regibn bisagra que promueve la dimerizacion también se incluyen. Las
proteinas de fusién que comprenden restos Fc (y oligémeros formados a partir

de las mismas) ofrecen la ventaja de facilitar la purificacién por cromatografia
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de afinidad sobre columnas de proteina A o protelna G.

Un polipéptido F¢ adecuado, descrito en la solicitud PCT WO 83/10151
(incorporada por la presente como referencia), es un polipéptido de cadena
Gnica que ocupa desde la regién bisagra N-terminal hasta el extremo C-

5 terminal nativo de la regidn Fc de un anticuerpo IgG1 humano. Otro polipéptido
Fc (til es la muteina Fc descrita en la Patente de Estados Unidos 5.457.035 y
en Baum y col., 1994, EMBO J. 13:3992-4001. La sacuencla de aminodcidos
de esta muteina es Idéntica a la de la secuencia de Fc nativa presentada en el
documento WO 93/10151, excepto en que el aminoécido 19 se ha cambiado de
10 Leu a Ala, el aminoacido 20 se ha cambiado de Leu a Glu, y el aminoacldo 22
se ha camblado de Gly a Ala. La muteina muestra afinidad reducida por
i receptores de Fc.

. En otras realizaciones, la parte variable de las cadenas pesada y/o ligera
de un anticuerpo anti-IL-4R pueden sustituirse por la parte variable de una

15 cadena pesada y/o ligera de anticuerpo.

Como altemnativa, el oligbmero es una protelna de fusion que
comprenden multiples polipéptidos de anticuerpo anti-IL4R, con o sin engarces
peptidicos (péptidos espaciadores). Entre los engarcas peptidicos adecuados
estan los descritos en las Patentes de Estados Unidos 4.751.180 y 4.935.233.

20 Otro procedimiento para preparar derivados de antlcuerpo anti-IL4R
oligoméricos Implica el uso de una cremallera de leucina. Los dominios de
cremallera de leucina son péptidos que promueven la oligomerizacién de las
proteinas en ias que se encuentran. Las cremalleras de leucina se identlﬂcﬁron
en un principio en varias protelnas de unién a ADN (Landschulz y col., 1988,

25 Science 240: 1759), y desde entonces se han descublerto en una diversidad de
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diferentes proteinas. Entre las cremalleras de leucina conocidas estan los
péptidos de origen natural y derivados de los mismos que dimerizan o
trimerizan. Ejemplos de dominios de cremalleras de leucina adecuados para
producir proteinas oligoméricas solubles se describen en la solicitud PCT WO
94/10308, y la cremallera de leucina derivada de la protelna D tensloactiva
pulmonar (SPD) descrita en Hoppe y col., 1994, FEBS Letters 344: 191,
incorporada por la presente como referencia. El uso de una cremaliera de
leucina modificada que permite la trimerizacién estable de una proteina
heterSloga fusionada a la misma se describe en Fanslow y col., 1984, Semin.
Immunol. 6: 267-78. En un enfoque, se expresan proteinas de fusién
recombinantes que comprenden un fragmento de anticuerpo anti-IL4R o
derivado fusionado a un péptido de cremallera de leucina en células huésped
adecuadas, y los fragmentos de anticuerpo anti-IL-4R oligoméricos solubles o
derivados que forman se recuperan del sobrenadante del cultivo.

Los pollpéptidos de anticuerpo antl-iL-4R y proteinas de fusién descritos
en este documento pueden prepararse por cualquiera de varias técnicas
convencionales. Por ejemplo, pueden purificarse polipéptidos de anticuerpo
anti-IL-4R de células que los expresan de manera natural, o pueden producirse
en sistemas de expresion recombinantes, usando cualquier técnica conocida
en la técnica.

Cualquier sistema de expresion conocido en la técnica puede usarse
para preparar los polipéptidos recombinantes de la invencidn. En general, las
células huésped se transforman con un vector de expresion recombinante que
comprenden ADN que codifica un polipéptido de anticuerpo anti-IL4R
deseado. Entre las células huésped que pueden emplearse estin células
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procariotas, de levaduras o eucariotas superiores. Los procariotas incluyen
organismos gram negativos o gram positivos, por ejemplo E. cali o bacilos. Las
células eucariotas superiores incluyan céiulas de insacto y lineas celulares
establecidas de origen de mamifero. Los ejemplos de lineas celularas
hospedadoras de mamifero adecuadas incluyen la linea COS-7 de células de
rifén de mono (ATCC CRL 1651) (Gluzman y col., 1981, Cell 23; 175), células
L. células 293, células C127, células 3T3 (ATCC CCL 163), células de ovario
de héamster chino (CHO), células Hela, ITneas celulares BHK (ATCC CRL 10), y
la linea celular CVI/EBNA derivada de la linea celular de rifién de mono verde
africano CVI (ATCC CCL. 70) como se describe por McMahan y col., 1991,
EMBO J. 10: 2821. Los vectoras de clonacldn y expresién apropiados para su
uso con huéspedes celulares de bacterias, hongos, levaduras, y mamiferos se
describen por Pouwels y col. (Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier,
Nueva York, 1985).

Las células transformadas se cultivan en condiciones que promusven la
expresion del polipéptido de anticuerpo anti-IL-4R, y el polipéptido se recupera
por procedimientos de purificacién de protelnas convencionales. Uno de dichos
procedimientos de purificacién incluye el uso de cromatografla de afinidad, por
ejemplo, en una matriz que tiene todo o una parte (por ejemplo, el dominio
extracelular) de IL-4R unido a la misma. Los polipéptidos contemplados para su
uso en este documento incluyen polipéptidos de anticuerpo anti-IL-4R de
mamifero recombinantes sustanciaimente homogéneos, sustanciaimente libres
de materiales endbgenos contaminantes.

En un aspecto, la presente invencién proporciona anticuerpos que
impiden la unién de IL-4 a un receptor de IL4. Dichos anticuerpos,

e




10

15

20

25

e e ———— — ——

145

50

mencionados en este documento como anticuerpos de bloqueo, pueden surgir
contra IL<4R, o un fragmento, variante o derivado del mismo, y se exploran en
ensayos convencionales para la capacidad de impedir la uniobn de L4 a
receptores de IL-4. Los ejemplos de ensayos adecuados son ensayos que
ensayan los anticuerpos para la capacidad de Inhibir la unién de iL.-4 a células
que expresan IL-4R, o que ensayan anticuerpos para la capacidad de reducir
una respuesta biolégica o celular que estad provocada por la unién de IL4 a
receptores de IL-4 de superficie celular.

Se ha informade de que IL4R alfa es un componente de ciertos
complejos receptores de IL-13 mdltiples subunidades (Zurawskl y col., 1985, J.
Biol. Chem. 270: 13868; de Vries, 1988, J. Allergy Clin. Immunol. 102: 165; y
Callard y col., 1896, Immunology Today, 17: 108, cada uno Incorporado como
referencia en este documento). Por consiguiente, en una realizacion, se
proporciona un anticuerpo que bloquea la unién de IL-4 y también de IL-13 a
células. Los anticuerpos inhiben la actividad biolégica inducida por IL-4 y
también inhiben [a actividad inducida por IL-13, y por tanto pueden emplearse
en el iratamiento de afecciones inducidas por una o ambas citoquinas. Los
ejemplos de dichas afecciones incluyen, aunque sin limitacién, afecciones
mediadas por IgE, asma, afecciones alérgicas, rinitis alérgica, y dermatitis,
Incluyendo dermatitis atopica.

Los anticuerpos que se unen a IL-4R alfa pueden explorarse en diversos
ensayos convencionales para determinar s! impiden la unién de IL-13 a
complejos receptores de IL-13 que contienen IL-4R alfa. Los anticuempos
pueden explorarse, por ejemplo, en ensayos de unién o ensayarse para la

capacidad de inhibir una activided biolégica inducida por IL-13. Un ejemplo de
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un ensayo adecuado se ilustra en el Ejemplo 2 a continuacién.

Los anticuerpos especificos para IL-4R alfa pueden prepararse usando
cualquier técnica conocida en la técnica. Véase, por ejemplo, Monocional
Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses, Kennet y col.

5 (eds.), Plenum Press, Nuava York (1980); y Antibodies: A Laboratory Manual,
Harlow y Land (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, (1988).
Los fragmentos de unién a antigeno de anticuerpos de la invencion
pueden producirse por técnicas convencionalss. Los elemplos de dichos
10 fragmentos inciuyen, aunque sin limitacién, fragmentos Fab y F(ab'),. Los
fragmentos y derivados de anticuerpos producidos por técnicas de ingenieria
genética también se contemplan. Salvo que se espacifique otra cosa, las
. expresionesanticuerpo® y “anticuerpo monoclonal® como se usan en este
documento incluyen tanto anticuerpos completos como fragmentos de unién a
15 antigeno y/o derivados de los mismos.

Realizaciones adiciones incluyen anticuerpos quiméricos, por ejemplo,
versiones humanizadas de anticuerpoe monoclonales murinos. Dichos
anticuerpos humanizados pueden prepararse por técnicas conocidas, y ofrecen
la ventaja de inmunogenicidad reducida cuando los anticuerpos se administran

20 a seres humanos. En una realizacién, un anticuerpo monodclonal humanizado
comprende el dominio variable de un anticusrpo murino (o todo o parte del sitio
de uniébn a antigeno del mismo) y un dominio constante derivado de un
anticuerpo humano. Como aiternativa, un fragmento de anticuerpo humanizado
puede comprender el sitio de unién a antigeno de un anticuerpo monoclonal

25 murino y un fragmento del dominio variable (que carece del sitio de unién a
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antigeno) derivado de un anticuerpo humano. Los procedimientos para la
produccion de anticuerpos quiméricos y monoclonales adicionalmente
modificados incluyen ios descritos en Riechmann y col., 1988, Nature 332: 323,
Liu y col., 1987, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84: 3439, Larrick y col., 1989,
5 Bio/Technology 7: 934, y Winter y col., 1993, TIPS 14: 139. En una realizacién

el anticuerpo quimérico es un anticuerpo con una CDR injertada.
Se han desarroliado procedimientos para generar anticlierpos humanos
o parciaimente humanos en animales no humanos. Por ejemplo, se han
preparado ratones en los que se han inactivado uno o més genes de
10 inmunoglobulina endbégenocs por diversos medios. Los genes de
inmunoglobulina humana se han introducido en los ratones para remplazar los
genes de ratdn inactivados. Los anticuerpos producidos en gl animal incorporan
. cadenas polipeptidicas de inmunoglobulina humana codificadas por el material
genético humano introducido en el animal. En una realizaclén, se inmuniza un
15 animal no humano, tal como un ratén transgénico, con un polipéptido de IL4R,
de modo que se generan anticuerpos dirigidos contra el polipéptido de IL-4R en
dicho animal. Un ejemplo de un inmunégeno adecuado es un IL-4R humano
soluble, tal como un polipéptido que comprenda el dominio extracelular de la
protelna de la SEC ID N° 2, u otro fragmento inmunogénico de la proteina de la

20 SECIDN°2

Los ejemplos de técnicas para la produccién y uso de animales
transgénicos para la produccién de anticuerpos humanos o parciaimente
humanos se describen en las Patentes de Estados Unidos 5.814.318,
5.569.825, y 5.545.808, que se incorporan como referencia en este documento.
25 En otro aspecto, la presente Invencién proporciona anticuerpos
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pueden producirse usando cualquier técnica conocida en la técnica, por

ejemplo, inmortalizando células esplénicas recolectadas del animal transgénico

después de completar el programa de inmunizacién. Las células esplénicas

5 pueden inmortalizarse usando cualquier técnica conocida en la técnica, por

ejemplo, fusionandolas con células de mieloma para producir hibridomas. Las

células de mieloma para su uso en los procedimientos de fusiébn de produccion

de hibridomas preferiblemente son no productoras de anticuerpos, tienen una

alta eficacia de fusion, y deficiencias enzimaticas que !as vuelven incapaces de

10 crecer en ciertos medios selectivos que mantienen el crecimiento sélo de las

células fusionadas deseadas (hibridomas). Los ejemplos de lineas celulares

adecuadas para su uso en fusiones de ratdn incluyen Sp-20, P3-X63/Ag8, P3-

X83-AgB.653, NS1/1.Ag 4 1, Sp210-Ag14, FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-

GTG 1.7 y $194/5XX0 Bul; los ejemplos de lineas celulares usadas en fusiones

15 de rata incluyen R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F y 4B210. Otras lIneas

celulares Utiles para fusiones celulares son U-266, GM1500-GRG2, LICR-LON-
HMy2 y UC729-6.

En una realizacidn, se produce una linea celular de hibridoma

inmunizando un animal (por ejemplo, un animal transgénico que tiene

20 secuencias de inmunogiobulina humana) con un inmunégenc de IL4R;

recolectando las células aesplénicas del animal inmunizado; fusionando las

células esplénicas recolectadas con una linea celular de mieloma, generando

de este modo células de hibridoma; estableciendo lineas celulares de

hibridoma a partir de las células de hibridoma, e identificando una linea celular

25 de hibridoma que produce un anticuerpo que se une a un polipéptido de IL4R.
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Dichas lineas celulares de hibridoma, y anticuerpos monocionales anti-IL-4R
producidos a partir de las mismas, se incluyen por la presente invencion.
Los anticuerpos monocionales secretados en una linea ceiular de
hibridoma pueden purificarse usando cualquier técnica conocida en la técnica.
5 Los hibridomas o mAb pueden explorarse adicionaimente para identificar mAb
con propiedades particulares, tales como la capacidad de bloquear una
actividad induclda por IL-4 y/o IL-13. Se proporcionan ejemplos de dichas
exploraciones en los Ejemplos 2, 3, y 4.
Ejemplos adicionales de procedimientos para preparar anticuerpos
10 dirigidos contra IL-4 humana (incluyendo anticuerpos monocionales), ensayos
por los que se identifican anticuerpos de blogueo, y técnicas para generar
derivados humanizados y modificados genéticamente de anticuerpos anti-IL-4,
so describen en las Patentes de Estados Unidos 5.041.381, 5.863.537,
5.928.904, y 5.676.940, que se incorporan por la presente como referencia.
15 Ejemplos adicionales de anticuerpos que pueden emplearse como antagonistas
de IL-4 se describen en el documento WO 91/08058, también incorporado
como referencia en este documento.
En otro aspecto, la presente invencién proporciona anticuerpos humanos
que sa unen a IL4R. En una realizacién de la invencién, anticuerpos humanos
20 surgidos contra IL-4R alfa y producidos por tdcnicas que Implican el uso de
ratones transgénicos, bloquean la unién de IL-4 y también IL-13 a células.
Dichos anticuerpos son antagonistas de IL-4 y adicionalmente funclonan como
antagonistas de IL-13.
Los anticuerpos de la invancién pueden comprender cualquier regién
25 constante conocida en la técnica. La regién constante de cadena ligera puede
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ser, por ejemplo, una regién constante de cadena ligera tipo kappa o lambda,
por ejempio, una regién constante de cadena ligera de tipo kappa o lambda
humana. La regién constante de cadena pasada puede ser, por ejemplo, una
regién constante de cadena pesada de tipo alfa, delta, épslion, gamma, o mu,
por ejemplo, una reglén constante de cadena pesada de tipo alfa, delta,
épsilon, gamma, o mu humana. En una realizacion, la reglon constante de
cadena ligera o pesada as un fragmento, derivado, variante, o muteina de una
regién constante de origen natural.

Los anticuerpos dirigidos contra un IL-4R pueden usarse, por ejemplo,
en ensayos para detectar la presencia de polipéptidos de IL4R, in vitro o in
vivo, Loa anticuerpos también pueden emplearse para purificar prateinas de IL-
4R por cromatografla de inmunoafinidad. Los anticuerpos que pueden bloguear
adiclonaimente la unién de IL-4 a IL4R pueden usarse para inhiblr una
actividad bioldgica provocada por dicha unién. Los anticuerpos de bloqueo
encuentran uso en los proo-adimiantos de la presente Invencién. Dichos
anticuerpos que funcionan como antagonistas de IL-4 pueden emplearse para
tratar cualquier afeccién Induclda por IL-4, incluyendo, aunque sin limitacién,
asma y alergias, por ejemplo, rinitis alérgica, dermatitis por contacto, y
dermatitis atdpica. En una realizacién, se emplea un anticuerpo monocional
anti-IL-4R humano generado por procedimientos que Implican la inmunizaclén
de ratones transgénicos para tratar dichas afecclones.

Los anticuerpos pueden emplearse en un procedimiento in vitro, o
administrarse in yivo para inhibir una actividad biolégica inducida por IL-4. Los
trastornas causados o exacerbados (directa o indirectamente) por la interaccién

de IL-4 con los receptores de IL-4 de superficie celular, ejemplos de los cuales
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se han proporcionado anteriormente, pueden tratarse de esta manera. En una
realizacion, la presente invencién proporciona un procedimiento terapéutico
que comprende la administracion in vivo de un anticuerpo de bloqueo de IL-4
y/o IL-13 a un mamifero en necesidad del mismo en una cantidad eficaz para
reducir una actividad biolégica inducida por IL-4 y/o IL-13.

Los anticuerpos de la Invencidn incluyen, aunque sin limitacién,
anticuerpos monoclonales parciaimente humanos y completamente humanos
que inhiben una actividad biolégica de IL-4 y también inhiben una actividad
biolégica de IL-13. Una realizacién se refiere a un anticuerpo monoclonal
humano que bloquea al menos parclaimente la union de IL-4 a una célula, y
bloquea al menos parcialmente la unién de IL-13 a una célula. En una
realizacién, los anticuerpos se generan inmunizando un ratdn transgénico con
un inmunégeno de receptor de IL-4. En otra realizacién, el inmunégeno es un
polipéptido del receptor de IL-4 humano. Las lineas celulares de hibridoma
derivadas de los ratones inmunizados de esta manera, donde el hibridoma
sacreta un anticuerpo monoclonal que se une a IL-4R, también se proparcionan
en este documento.

Aunque los anticuerpos humanos, parciaimente humanos, ©
inmunizados seran adecuados para muchas aplicacionses, particularmente las
que implican la administracién del anticuerpo a un sujeto humano, otros tipos
de anticuerpos serdn adecuados para otras aplicaciones. Los anticuerpos no
humanos de la invencién pueden, por ejemplo, obtenerse de cualquier animal
productor de anticuerpos, tal como ratén, rata, conejo, cabra, bumo, o primate
no humano (tal como mono {por ejemplo, mono cynomalogus o rhesus) o simio

(por ejemplo, chimpancé)). Los anticuerpos no humanos de la invencién
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pueden usarse, por ejemplo, en aplicacionss in vitro y basadas en cultivo
celular, o cualquier otra aplicacibon en la gue una respuesta inmune al
anticuerpo de la invencién no suceda o sea insignificante, pueda evitarse, no
sea un problema, o se desee. En una realizacién, se administra un anticuerpo
no humano de la invencién a un sujeto no humano. En ofra realizacion, el
anticuerpo no humano no provoca una respuesta inmune en un sujeto no
humano. En otra realizacién, el anticuerpo no humano es de la misma especie
que el sujeto no humano, por ejemplo, un anticuerpo de ratdn de la invencion
se administra a un ratdbn. Un anticuerpo de una especie particular puede
preparase, por ejempio, inmunizendo un animal de esa especie con el
inmundgeno deseado {por ejemplo, un polipéptido del receptor de IL-4 soluble)
o usando un sistema artificial para generar anticuerpos de esa especle (por
ejemplo, un sistema basado en la presentacién de bacterias o fagos para
generar anticuerpos de una especie particular), o convirtiendo un anticuerpo de
una especie en un anticuerpo de otra especie remplazando, por ejemplo, la
region constante del anticuerpo con una region constante de la otra especie, 0
remplazando uno 0 mas restos de aminodcido del anticuerpo de modo que se
parezca mucho mas a la secuencia de un anticuerpo de la otra especle. En una
realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico que comprende
secuencias de aminoacidos derivadas de anticuerpos de dos o més especies
diferentes.

En oftro aspecto, la presente invencion proporciona anticuerpos que
comprenden una regién variable de cadena ligera seleccionada entre el grupo
constituido por L1-L6 y/o la region variable de cadena pesada seleccionada

entre el grupo constituido por H1-H24, y fragmentos, derivados, mutsinas, y
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variantes del mismo (véanse Figuras 2 y 3). Dicho anticuerpo puede indicarse
usando la nomenclatura "LxHy", donde x corresponde al nimero de la regidn
variable de cadena ligera e y comesponde al niimero de la regién varlable de
cadena pesada como s marcan en la Figura 3. Por ejemplo, L4H17 se refiere
a un anticuerpo con una regién variable de cadena ligera que comprende la
socuendé de aminoacidos de L4 y una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoécidos de H17, como se muestra en la Figura
3. Las Figuras 2 y 3 también indican la ublcacién de las regiones CDR y
flanqueantes de cada una de estas secuenclas de dominlo variable. Los
anticuerpos de la invencién incluyen, por ejemplo, L2H1, L.3H1, L4H1, L5H1,
L1H2, L1H3, L1H4, L1H5, L1H6, L1H7, L1H8, L1HS, L1H10, L1H11, L2H4,
L2H12, L2H13, L2H14, L6H1, L 2H2, L2H3, L2H6, L2H7, L2H8, L2H9, L2H10, y
L2H11. También pueden usarse secuenclas variables de anticuerpo
adicionales, por ejemplo, secuencias variables de anticuerpo humano, Véase,
por ejemplo, Sblattero y col., 1998, Iimmunotechnology 3: 271-78, de Haard y
col., 1998, J. Blol. Chem. 274: 18218-30.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un anticuerpo que
comprende un dominio variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoécidos que difiers de la sacusncia de L1 s6lo en uno o més
restos en los que una cualquiera de las secuencias de | 2-L6 difiere de la
secuencla de L1 (por ejemplo, dicha secuencia de dicho anticuerpo difiere de la
secuencia de L1 el resto o resios 1, 4, 7, etc.). En otra realizacién, dicha
secuencia de dicho dominio variable de cadena ligera comprende al menos un
resto de aminoacido de cualqulera de la secuencia de uno cualquiera de L2-L6

en la posicién en la que diflere de la secuencla de L1 (por ejemplo, dicha
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secuencia comprende el resto o restos E1D, L4M, S7T, etc.). En otra
realizaclén, dicha secuencla difiere de la secuencla de L1 en al menos una
CDR (por ejemplo, CDR1, CDR2, o0 CDR3). En otra realizacién, dicha
secuencia difiere de la secuencia de L1 en al menos una FR (por ejemplo, FR1,
FR2, FR3, o FR4). En otra realizacién, la presente invencién proporciona un
anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de H1
sblo en uno o més restos en los que uno cualquiera de las secuencias de H2-
H24 difiere de la secuencia de H1 (por ejemplo, dicha secuencia de dicho
anticuerpo difiere de la secuencia de H1 en el resto o restos 6, 13, 24 etc.). En
otra realizacién, dicha secuencia de dicho dominio variable de cadena pesada
comprende al menos un resto de aminoécido de cualquiera de la secuencia de
uno cualquiera de H2-H24 en una posicion en la que difiere de la secuencia de
H1 {por ejemplo, dicha secuencia comprende e! resto o restos QEE, H13Q,
G24A, etc.). En otra realizacion, dicha secuencia difiere de la secuencia de H1
en al menos una CDR (por ejemplo, CDR2 o CDR3). En otra realizacién, dicha
secuencia diflere de la secuencla de H1 en al menos una FR (por ejemplo, FR1
o FR3).

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un anticuerpo que
comprende una secuencia de aminoécidos seleccionada entre el grupo
constituido por: una regidén determinante de complementariedad (CDR) 1 de
cadena ligera que difiere por la insercién, delecién, o sustitucién de no méas de
3. 2, 1, 6 0 restos de aminoacido de una secuencia seleccionada entre el grupo
constituido por: los restos 24-35 de la SEC ID N° 8, donde N en el resto 8 no se
sustituye por S; los restos 24-35 de la SEC ID N° 8, donde T en el resto 5 no se
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sustituye por S y/o N en el resto 7 no se sustituya por S y/o D en el resto 9 no

se sustituye por S; los restos 24-35 de la SEC ID N° 10, donde D en el resio 9

no se sustituye por S; los restos 24-35 de la SEC ID N° 12, donde N en el resto

7 no se sustituye por S y/o N en el resto 9 no se sustituye por S; y los restos

5 24-35 de la SEC ID N° 14, donde G en el resto 7 no se sustituye por S; una
CDR2 de cadena ligera que difiare por la insercién, delecién o sustitucién de no
més de 3, 2, 1, 6 0 restos de aminoécido de una secuencia seleccionada entre

el grupo constituido por: los restos 51-57 de la SEC |ID N° 6, donde P en el
resto 7 no se sustituye por T, los restos 51-57 de la SEC ID N° 10, donde S en

10 el resto 7 no se sustituye por T; y los restos 51-57 de |a SEC ID N° 12, donde T
en el resto 2 no se sustituye por A y/o Y en el resto 4 no se sustituye por S; una
CDR 3 de cadena ligera que difiere por la insercién, delecién, o sustitucién de

no mas de 3, 2, 1, 6 0 restos de aminoacido de una secuencia seleccionada
entre el grupo constituido por: los restos 90-99 de la SEC ID N° 6, donde D en

15 el resto 4 no se sustituys por G, H an el resto 5 no se sustituye por S, ia A en el
resto 7 no se sustituye por P, y/o G en el resto 8 no se sustituye por P; los
restos 90-99 de la SEC ID N° 8, donde R en el resto 5 no se sustituye por S; y

los restos 80-99 de la SEC ID N° 14, donde M en el resto 10 no se sustituye por

T. una CDR2 de cadena pesada que difiere por la insercién, delecién, o

20 sustitucién de no més de 3 restos de aminocécido de la secuencia de los restos
50-85 de la SEC ID N° 18, donde S en el resto 9 no se sustituye por N; y una
CDR3 de cadena pesada que difiere por ia inserclén, delecion, o sustitucion de

no mas de 3, 2, 1, 4 0 restos de aminodacido de una secuencia seleccionada
entre el grupa constituido por: los restos 98-104 de la SEC ID N° 18, donde T

25 en el resto 6 no se sustituye por B y/o la H en el resto 7 no se sustituye por Y:
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los restos 98-104 de la SEC ID N° 20, donde W en el resto 4 no se sustituye
por Y, la Y en el resto 5 no se sustituye por F, N en sl resto 8 no se sustituye
por D, y/o N en &l resto 7 no se sustituye por Y; los restos 98-104 de la SEC ID
N¢ 22, donde P en el resto 6 no se sustituye por D y/lo W en el resto 7 no se
sustituye por Y; restos 98-104 de la SEC ID N° 24, donde T en el resto 6 no se
sustituye por D y/o R en la posicién 7 no sustituye por Y; los restos 88-104 de
la SEC ID N° 26, donde Y en el resta 5 no se sustituye por F; restos 98-104 de
la SEC ID N° 30, donde W en el resto 3 no se sustituye por Y, y los restos 98-
104 de la SEC ID N° 34, donde W en el resto 4 no se sustituye porYy/olaY
en el resto 5 no se sustituye por F; donde dicho anticuerpo se une al receptor
alfa de IL-4.

En otra realizacién, el anticuerpo inhibe la unién de IL-4 a un receptor de
IL-4. En otra realizacion, el anticuerpo Inhibe la unién de IL-13 a un receptor de
IL-13. En otra realizacitn, el anticuerpo inhibe la unién de IL-4 a un receptor de
IL-4 y de IL-13 a un receptor de IL-13. En otra realizacién, el anticuarpo se une
especificamente al receptor alfa de IL4.

En otra realizacién el anticuerpo comprende dos o tres de dichas
regiones determinantes de complementariedad (CDR) de cadena ligera.

En otra realizacién, el anticuerpo comprende dos o tres de dichas
regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada.

En ofra realizacién, el anticuerpo comprende adicionalmente un
segmento flanqueante (FR) que comprende una secuencia seleccionada entre
el grupo constituido por: el segmento flangueants (FR) 1 de caedena ligera que
diflere por la insercién, delecion, o sustitucién de no mas de 3, 2, 1 6 0 restos

de aminoécido de una secuencla seleccionada entre el grupo constituido por:
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los restos 1-23 de la SEC ID N° 4; los restos 1-23 de la SEC ID N° 10; los
restos 1-23 de la SEC ID N° 12; y los restos 1-23 de la SEC ID N° 14; una FR2
de cadena ligera que difiere por la insercidn, delecién, o sustitucién de no més
de 3, 2, 1, 6 0 restos de aminoacido de una secuencia seleccionada entre el
grupo constituido por: los restos 36-50 de la SEC ID N° 4; los restos 36-50 de la
SEC ID N° 8; y los restos 38-50 de la SEC ID N° 14; una FR3 de cadena ligera
que diflere por la insercién, delecion, o sustitucidn de no mas de 3, 2, 1,6 0
restos de aminoécido de una secuencia seleccionada entre ei grupo constituido
por: los restos 58-89 de la SEC ID N° 4; ios restos 58-89 de la SEC ID N° 10; y
los restos 58-89 de la SEC ID N° 12; una FR4 de cadena ligera que difiere por
la insercién, delecién, o sustitucién de no més de 3, 2, 1, 0 restos de
aminoécido de una secuencia seleccionada entre el grupo constituldo por: los
restos 100-109 de la SEC ID N° 4; los restos 100-109 de la SEC ID N° 8; y los
restos 100-109 de la SEC ID N° 12; una FR1 de cadena pesada que difiere por
la Insercldn, deleclon, o sustitucion de no mas de 3, 2, 1, 6 0 restos de
aminoacido de una secuencia selacclonada entre el grupo constituido por: los
restos 1-30 de la SEC ID N°® 16; y los restos 1-30 de la SEC ID N° 42; una FR2
de cadena pesada que difiere por la insercion, delecién, o sustitucién de no
mas de 3, 2, 1, 6 0 restos de aminoacido de la secuencia de los restos 36-49
de la SEC ID N° 16, una FR3 de cadena pesada que difiere por la Insercién,
delecién, o sustitucién de no mas de 3, 2, 1, 6 O restos de aminoacido de una
secuencia seleccionada entre el grupo constituido por: los restos 66-97 de la
SEC 1D N° 16; los restos 66-97 de la SEC ID N° 18; y los restos 68-97 de la
SEC ID N° 42; y una FR4 de cadena pesada que diflere por la insercién,
deleclon, o sustitucion de no mas de 3 restos de aminoécido de la secuencia de
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los restos 105-115 de la SEC 1D N° 16.

En otra realizacién, el anticuerpo comprende un dominio variable de
cadena ligera que es al menos un 80, 85, 90, 95, 0 100% idéntica a una
secuencia seleccionada entre el grupo constituido por: las SEC ID N° 6, 8, 10,
12, vy 14, con la condicién de que dicho dominio variable de cadena ligera no
comprenda la secuencia de la SEC ID N° 4.

En otra realizacion, el anticuerpo comprende un dominio variable de
cadena pesada que es al menos un 80, 85, 80, 95, o 100% idéntica a una
secuencia seleccionada entre el grupo constituido por: las SEC ID N° 18, 20,
22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 3B, 40, 42, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62
con la condicibn de que dicho dominio variable de cadena pesada no
comprenda la secuencia de la SEC ID N° 16.

En otra realizacién, la presents invencién proporciona un fragmento de
dicho anticuerpo, donde dicho fragmento se une al receptor aifa de IL-4.

En una realizacién, los anticuerpos particulares de la invencién se
seleccionan entre el grupo constituido por L2H1; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L2H1; un anticuerpo que se une al mismo epltope que
L2H1; un anticuerpo que compite con L2H1 por la unién a una célula que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biologica de L2H1 y
un fragmento de unién a antigeno {Incluyendo uno obtenido por un medio
recombinante) de L2H1. En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de
unién por IL4R humano que es sustanciaimente equivalente a la afinidad de
unién de L2H1 por IL-4R humano. Las lineas celulares de hibridoma que
producen cusiquiera de dichos anticuerpos también se proporcionan por la
presente invencién.
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Un ejemplo de una actividad biolégica de L2H1 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la invencidn tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustanciaimente equivalente a la de L2H1; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanciaimente equivalente a la de L2H1. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejempio, medido en el ensayo
de expresién de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

Las regiones determinantes de complementariedad (CDR) de un
anticuerpo dado se pueden identificar usando el sistema descrito por Kabat y
col. en Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5* Ed., US Dep. of
Health and Human Services, PHS, NIH, Publicacién NIH N° 91-3242, 1991.
Realizaciones particulares de anticuerpos de Ila presente invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o reglones
hipervariables, encontradas en la cadena ligera de L2H1. Las CDR de L2H1 se
analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados en
este documento estan los que contienen de una a las tres siguientes
gecuencias en el dominio variable de cadena ligera de L2H1: los restos de
aminoécidos 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 6. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L2H1. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
en este documento son los que comprenden de una a las tres secusncias en el
dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los restos 50-85; y los
restos 98-104 de la SEC ID N° 16.
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se presenta en la SEC ID N° 5, y la secuencia de aminoacidos codificada se
presenta en 1a SEC 1D N° 8. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L2H1 se presanta como la SEC ID N° 15, y la secuencia

5 de aminoécidos codificada se presenta en la SEC ID N° 16. Los anticuerpos de
la presente invencion incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, la SEC ID N° 6; y anticuerpos que
comprenden adiclonal o altemativamente, en su cadena pesada, la SEC ID N°
186.

10 En otra reallzacién, los anticuerpos particulares de la invencién se
seleccionan entre el grupo constituido por L3H1; un anticuerpo que tilene
reactividad cruzada con L3H1; un anticuarpo que se une al mismo epltope que
L3H1; un anticuerpo que compite con L3H1 por la unidn a una célula que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolégica de L3H1; y

15 un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos antsriores.
En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano
que es sustanciaimente equivalents a la afinidad de unién de L3H1 por IL4R
humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos también se proporcionan por la presents invencién.

20 Un ejemplo de una actividad bioldgica de L3H1 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacion, un anticuerpo de la invenci6n tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustanciaimente equivalente a la de L3H1, y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustancialmente equivalente a la de L3H1. Dicha actividad puede medirse

25 en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
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de expresién de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

Los anticuerpos igG4 derivados de L3H1 se proporcionan en este
documento. Otra realizacidn se refiere a anticuerpos IgM derivados da L3H1.
Los procedimlentos para camblar (alterar) la subclase o isotipo de un

5 anticuerpo son conocidos en el campo pertinente. Dichos procedimientos
pueden implicar, por ejemplo, tecnologia de ADN recombinante, medianta lo
cual el ADN que codifica las cadena polipeptidicas de anticuerpo que dan la
subclase deseada se sustituye por ADN que codifica la cadena polipeptidica
correspondiente del anticuerpo parental.

10 La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L3H1
se presenta en la SEC ID N° 7, y la secuencia de aminodcidos codificada se
presenta en |a SEC ID N° 8. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L3H1 se presenta como la SEC ID N° 15, y la secuencia
de aminoacidos codificada se presenta en la SEC ID N° 16. Los anticuerpos de

15 la presente invencién incluyen, aunque sin limitacidn, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 8; y
anticuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 16.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencitn

20 comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementafedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L3H1. Las CDR de
L2H13 se anallzan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en aste documento estan los que comprenden de una a las tres

25 siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de

| gy sl F - -




10

15

20

25

amino&cido 24-35; los restos 51-57; y los restos 80-99 de la SEC ID N° 8. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L3H1. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
en este documsento estan los que comprenden de una a las tres sigulentes
secuencias en el dominio variable de cadena pesada: 108 restos 31-35; los
restos 50-65; y los restos 98-104 de la SEC ID N° 16.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencién se
seleccionan entre el grupo constituido por L4H1; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L4H1; un anticuerpo que se une ai mismo epitope que
L4H1; un anticusrpo que compite con L4H1 por la unién a una célula que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad bioldgica de L4H1; y
un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.
En una realizacion, el anticuerpo tiene una afinidad de unlén por IL-4R humano
que es sustancialmente equivalente a la afinidad de unién de L4H1 por IL4R
humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos también se proporcionan por la presents Invencion.

Un ejemplo de una actividad biolégica de L4H1 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la invencién tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustancialmente equivalente a la de L4H1; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustancialmente equivalente a la de L4H1. Dicha actividad puede medirse
an cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresion de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L4H1

fﬂ




10

15

20

25

‘ 146

se presenta en la SEC ID N° 9, y la secuencia de aminoécidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 10. La secuencia de ADN para el dominlo variable de
la cadena pesada de L4H1 se presenta como la SEC ID N° 15, y la secuencia
de aminodcidos codificada se presenta en la SEC ID N° 16. Los anticuerpos de
la presente invencién incluyen, aunque sin limitacién, anticuarpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 10; y
anficuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 16.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L4H1. Las CDR de
L4H1 se analizan en el EJemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estan ios que comprenden de una a las tres
sigulentes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoacido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 10. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio varlable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L4H1. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
en este documento estéan los que comprenden de una a las tres siguientes
secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-85; y los restos 98-104 de la SEC 1D N° 186.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencitn se
seleccionan entre el grupo constituido por L5H1; un anticuerpo que tiene

reactividad cruzada con L5H1; un anticuerpo que se une al mismo epitope que
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L5H1; un anticuerpo que compite con LSH1 por la unién & una célula que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad blologica de L5H1; y
un fragmento de unién a antigeno de cuaiquiera de los anticuerpos anteriores.
En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano
que es sustancialmente equivalente a la afinidad de unién de L5H1 por IL-4R
humano. Las lineas celulares de hibridoma gue producen cualquiera de dichos
anﬁcuérpos también se proporcionan por la presente invencién.

Un sejemplo de una actividad biolégica de L5H1 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la Invencién tiene actividad de blogueo de IL-4
sustanciaimente equivalente a la de L5H1; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustancialmente equivalente a la de L5H1. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo .
de expresién de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de LSH1
se presenta en ia SEC ID N° 11, y la secuencia de aminoécidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 12. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L5H1 se presenta como la SEC ID N° 15, y la secuencia
de aminoéacidos codificada se presenta en la SEC ID N° 16. Los anticuerpos de
la presente Invencién incluyen, aunque sin limitacidon, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 12; y
anticuerpos que comprenden adicional o altenativaments, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N¢ 16.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencion

comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
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regiones determinantes de complementariedad (CDR), o reglones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L5H1. Las CDR de
L5H1 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanio, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoécido 24-35; los restos 51-57, y los restos 90-99 de la SEC ID N° 12. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de LSH1. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
en este documento estan los que comprenden de una a las fres siguientes
sacuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-85; y los restos 98-104 da la SEC D N° 16.

En otra realizacion, los anticuerpos particulares de la invencién se
seleccionan entre el grupo constituido por L1H2; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L1H2; un anticuerpo que se une al mismo epftope que
L1H2; un anticuerpo que compite con L1H2 por la unién a una célula que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolégica de L1H2; y
un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.
En una reallzacion, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano
que es sustancialmente equivalente a la afinidad de unién de L1H2 por IL-4R
humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cuaiquiera de dichos
anticuerpos tamblén se proporcionan por la presente invencion.

Un ejempio de una actividad biologica de L1H2 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una

realizacion, un anticuerpo de la invencién tiene actividad de bloqueo de IL-4
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sustanciaimente equivalente a la de L1H2; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanciaimente equivalente a la de L1H2. Dicha actividad puede medirse

n

en cualquier ensayo convencional adecuado {por ejemplo, medido en el ensayo
de expresiéon de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominlo variable de la cadena ligera de L1H2
se presanta en la SEC ID N° 3, y la secuencia de aminoécidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 4. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L1H2 se presenta como la SEC [D N° 17, y la secuencia
de aminoécidos codificada se presenta en la SEC ID N° 18. Los anticuerpos de
la presente invencion incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 4; y
anticuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena
pesada, [os restos 1 a 115 de la SEC ID N° 18.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencion
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L1H2, Las CDR de
L1H2 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tras
siguientes secuenclas en el dominlo variable de cadena ligera: los restos de
aminoacido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-89 de la SEC ID N° 4. Los
anticuerpos particulares proporclonados en este documento comprenden, en el
dominlo variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L1H2. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados

en este documento estan ios que comprenden de una a las tres siguientes
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secuanclas en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
rastos 50-65; y los restos 88-104 de la SEC ID N° 18.

En otra realizaclén, los anticuerpos particulares de la invencién se
selaccionan entre el grupo constituido por L1H3; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L1H3; un anticuerpo que &e une al mismo eplitope que
L1H3; un anticuerpo que compite con L1H3 por la unién a una céiula que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actlvidad biologica de L1H3; y
un fragmento de unidén a antigeno de cualquiera de los anticusrpos anteriores.
En una realizacidn, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano
que es sustanclalmente equivalente a la afinidad de unién de L1H3 por IL-4R
hurmano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cuaiquiera de dichos
anticuerpos también se proporcionan por la presente invencion.

Un ejemplo de una actividad biolégica de L1H3 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacion, un anticuerpo de la invencién tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustancialmente equivalente a la de L1H3; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustancialmente equivalente a la de L1H3. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresion de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L1H3
se presenta en la SEC ID N° 3, y la secuencia de aminoécidos codificada se
presenta en la SEC 1D N° 4. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L1H3 se presenta coma la SEC ID N° 19, y la secuencia
de aminoacidos codificada se presenta en la SEC ID N° 20. Los anticuerpos de

la presente invencién incluyen, aunque sin limitacién, enticuerpos que
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comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 4; y
anticuerpos que comprenden adicional o alternativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 20.

Las realizaclones particulares de anticuerpos de la presente Invencion

5 comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las

reglones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones

hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L1H3. Las CDR de

L1H3 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos

proporcionados en este documento estén los que comprenden de una a las tres

10 siguientes secuencias en el dominlo variable de cadena ligera: los restos de

aminoécido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-89 de la SEC ID N° 4. Los

anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el

dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas

en la cadena pesada de L1H3. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados

15 en este documento astin los que comprenden de una a las tras sigulentes

secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-85; y los restos 88-104 de la SEC ID N° 20.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencién se

seleccionan entre el grupo constituido por L1H4; un anticuerpo que tlene

20 reactividad cruzada con L1H4; un anticuerpo que se une al mismo epltope que

L1H4; un anticuerpo que compite con L1H4 por la unién a una célula que

expresa IL<4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biol6gica de L1H4; y

un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.

En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL<4R humano

25 que es sustancialmente equivalente a la afinidad de unién de L1H4 por IL-4R
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humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos también se proporcionan por la presente invencion.

Un ejemplo de una actividad bioldgica de L1H4 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacion, un anticuerpo de la invencion tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustanciaimente equivalente a la de L1H4; y tlene actividad de bioqueo de IL-
13 sustancialmente equivalente a la de L1H4. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplio, medido en el ensayo
de expresion de CD23 descrito en el Ejempio 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de ia cadena ligera de L1H4
se presenta en la SEC ID N° 3, y la secuencia de aminodcidos codlificada se
presanta en la SEC ID N° 4. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L1H4 se presenta como la SEC ID N° 21, y la secuencia
de aminoacidos codlficada se presenta en la SEC ID N° 22. Los anticuerpos de
la presente Invenclén Incluyen, aunque sin limitacidn, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 4; y
anticuerpos que comprenden adiclonal o altemativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 22.

Las realizaciones particulares de enticuerpos de la presente invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menas una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o reglones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L1H4. Las CDR de
L1H4 se analizan sn el Ejemplo 5. Por tanto, enire los anticuerpos
proporcionados en este documento estédn los que cormprenden de una a las fres

siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
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aminoécido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 4. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L1H4. Por tanto, entre los antlcuerpos proporcionados
en este documento estdn los que comprenden de una a las tres siguientes
secuencias en el dominio variable de cadena pesada: Ios restos 31-35; los
restos 50-65; y los restos 98-104 de la SEC ID N° 22.

‘ En ot realizacidn, los anticuerpos particulares de la invencién se
seleccionan entre el grupo constituido por L1HS5; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L1HS; un anticuerpo que se une al mismo epltope que
L1H5; un anticuerpo que compite con L1H5 por la unién a una célula que
expresa IL.-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolégica de L1H5; y
un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.
En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano
que es sustanciaimente equivaiente a la afinidad de unién de L1HS por IL-4R
humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos también se proporcionan por la presente invencion.

Un ejemplo de una actividad biolégica de L1H5 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la invencion tiene actividad de bloqueo de IL4
sustancialmente equivalente a la de L1H5; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustancialmente equivalente a la de L1H5. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresidn de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L1H5
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se presenta en la SEC ID N° 3, y la secuencia de aminoacidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 4. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L1H5 se presanta como ia SEC ID N° 23, y la secuencia
de aminoécidos codificada se presenta en la SEC ID N° 24, Los anticuerpos de
la presente Invenciéon Incluyen, aunque sin limitacidn, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 4; y
anticuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 24.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presenta invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementiariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L1H5. Las CDR de
L1HS se analizan en el Ejemplo 5. Por tfanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoécido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 4. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L1HS5. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
on este documento estin los que comprenden de una a las tres siguientes
secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-85; y loe restos 98-104 de la SEC 1D N° 24,

En otra realizacion, los anticuerpos pariiculares de la invenclén se
seleccionan entre el grupo constituido por L1HB; un anticuerpo que tiene

reactividad cruzada con L1H8; un anticuerpo que se une al mismo epitope que
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L1H6; un anticuerpo que compite con L1HB por la uniébn a una célula que

expresa IL.-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad bioldgica de L1HS; y

un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.

En una realizacién, el anticuempo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano

5 que es sustancialmente equivalente a la afinidad de union de L1H6 por IL4R

humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cuaiqulera de dichos
anticuerpos tamblén se proporclonan por la presents invencién.

Un ejemplo de una actividad blolégica de L1H8 es la capacidad de

funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una

10 realizacién, un anticuerpo de la invencion tiene actividad de bloqueo de 1L4
sustanciaimente equivalente a la de L1HG; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanciaimente equivalente a la de L1HB. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresién de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

15 La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L1H6
se presenta en la SEC ID N° 3, y la secuencia de aminodcidos codlficada se
presenta en la SEC ID N° 4. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L1H6 se presenta como la SEC ID N° 25, y la secuencia
de aminoacidos codificada se presenta en la SEC ID N° 28. Los anticuerpos de

20 la presente Invencién Incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 1089 de la SECIDN° 4; y
anticuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a8 115 de 1a SEC ID N° 26,

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencién

25 comprenden, en e dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
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regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L1H6. Las CDR de
L1H6 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanio, enire |os anticuerpos
proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminodcido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 4. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las COR encontradas
en la cadena pesada de L1H6. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
on este documento estan los que comprenden de una a las tres siguientes
secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-65; y los restos 98-104 de la SEC ID N* 26.

En otra realizacidn, los anticuerpos particulares de la invencidn se
seleccionan entre el grupo constituido por L1H7; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L1H7; un anticuerpo que se une al mismo epltope que
L1H7; un anticuerpo que compite con L1H7 por la unién a una céiula que
expresa [L-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolégica de L1H7; y
un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.
En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano
que es sustancialmente equivalente a la afinidad de unién de L1H7 por IL-4R
humano. Las |ineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos tamblén se proporcionan por la presente invencién.

Un ejemplo de una actividad biologica de L1H7 es ia capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una

realizacién, un anticuerpo de la invencion tiene actividad de bloqueo de IL-4
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sustanciaimente equivalente a la de L1H7; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanclalmente equivalente a la de L1H7. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresion de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L1H7
se presenta en la SEC ID N° 3, y la secuencia de aminoacidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 4, La secuencia de ADN para el dominlo variable de
la cadena pesada de L1H7 se presenta coma la SEC ID N° 27, y la secuencia
de aminoacidas codificada se presenta en la SEC ID N° 28. Los anticuerpos de
la presente Invenclén incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 4; y
anticuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 28.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
ragic.mas determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L1H7. Las CDR de
L1H7 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entrs los anticuerpos
proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominlo variable de cadena ligera: los restos de
aminoacido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 4. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en |la cadena pesada de L1H7. Por tanto, entre los anticuerpas proporcionados

en este documento estén los que comprenden de una a las tres sigulentes
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secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-65; y los restos 98-104 de la SEC ID N° 28,

En otra realizacion, los anticuerpos particulares de la invencién se
seleccionan entre el grupo constituido por L1H8; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L1H8; un anticuerpo que se une al mismo epitope que
L1H8; un anticuerpo que compite con L1H8 por la unién a una célula que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolégica de L1H8; y
un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.
En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano
que es sustanciaimente equivalente a la afinidad de unién de L1H8 por IL4R
humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpces también se proporcionan por la presente invencion.

Un ejemplo de una actividad biolégica de L1H8 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la invencién tiene actividad de bioqueo de IL-4
sustancialmente equivalents a la de L1HB8; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustancialmente equivalente a la de L1HB. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresién de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L1H8
se presenta en la SEC ID N° 3, y la secuencia de aminodcidos codificada se
presanta en la SEC 1D N° 4. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L1HB8 se presenta como la SEC ID N° 29, y la secuencia
de aminoécidos codificada se presenta en la SEC ID N° 30. Los anticuerpos de

la prasente invencién incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpes que
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comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 4; y
anticuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 30.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencidn

5 comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las

regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones

hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L1H8. Las CDR de

L1H8 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos

proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tres

10 siguientes secuencias en al daminio variable de cadena ligera: los resios de

aminodcido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-89 de la SEC ID N° 4. Los

anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el

dominio variable de su cadena pesada, al menos una de ias CDR encontradas

en la cadena pesada de L1H8. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados

15 en este documento estan ios que comprenden de una a las tres siguientes

secuencias en el dominlo variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-65; y los restos 88-104 de la SEC ID N° 30.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencidn se

seleccionan entre el grupo constituido por L1HS; un anticuerpo que tiene

20 reactividad cruzada con L1H9; un anticuerpo que se une al mismo epitope que

L1HS; un anticuerpo que compite con L1H9 por [a unién a una célula que

expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad bioldgica de L1H9; y

un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de l0s anticuerpos anteriores,

En una realizacion, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano

25 que es sustancialmente equivalente a la afinidad de unién de L1H9 por IL-4R
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humano. Las lineas celularea de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos también se propaorcionan por la presente invencidn.
Un ejemplo de una actividad biolégica de L1H9 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonisia de IL-13. En una
5 realizacién, un anticuerpo de la invencién tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustancialmente equivalente a la de L1HS; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanciaimente equivalente a fa de L1H9. Dicha actividad puede medirse
en cualquler snsayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresién de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

10 La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L1H8
se presenta en la SEC ID N° 3, y la secuencia de aminodcidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 4. La secuencia de ADN para el dominlo variable de
la cadena pesada de L1H9 se presenta como [a SEC ID N® 31, y la secuencia
de aminoécidos codificada se presenta en la SEC ID N° 32, Los anticuerpos de

15 la presente Invencion incluyen, aunque sin limitacién, anficuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 108 de la SEC ID N° 4; y
anticuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena
pesada; los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 32.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de ia presente invenci6n

20 comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementarledad (CDR), o reglon.es
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L1H9. Las CDR de
L1HS se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
praporclonados en este documento estén los que comprenden de una a las tres

25 siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
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aminoacido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 4. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominlo variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L1H9. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
en este documento estan los que comprenden de una a las tres siguientss
secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-85; y los restos 98-104 de la SEC ID N° 32.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencién se
seleccionan entre el grupo constituido por L1H10; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L1H10; un anticuerpo que se une al mismo epliope
que L1H10; un anticuerpo que compite con L1H10 por la unién a una célula
que expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad bioldgica de -
L1H10; y un fragmento de unidn a antigeno de cualquiera de los anticuerpos
anteriores, En una malizﬁdbn. el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-
4R humano que es sustancialmente equivalents a la afinidad de unién de
L1H10 por IL4R humano. Las Iineas celulares de hibridoma que producen
cualquiera de dichos anticuerpos también se proporcionan por la presente
invenclon.

Un ejemplo de una actividad blologica de L1H10 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL4 como antagonista de IL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la invencion tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustanclaimente equivalente a la de L1H10; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustancialmente equivalents a la de L1H10. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresién de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

e e —
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La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L1H10
se presenta en la SEC ID N° 3, y la secuencia de aminoécidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 4. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L1H10 se presenta como ia SEC ID N° 33, y la secuencia
de aminoécidos codificada se presenta en la SEC ID N° 34. Los anticuerpos de
la presente invencién incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 4, y
anticuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 34.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L1H10. Las CDR de
L1H10 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoacido 24-35; los restos 51-57; y los resios 90-99 de la SEC ID N° 4. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variabie de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L1H10. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-
35; los restos 50-65; y Ios restos 98-104 de la SEC 1D N° 34.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de [a invencion se

saleccionan entre el grupo consiituido por L1H11; un anticuerpo que tiene

Pl amifan g ——— ——




10

15

20

25

182,

85

reactividad cruzada con L1H11; un anticuerpo que se une al mismo epltope
que L1H11; un anticuerpo que compite con L1H11l por la unidbn a una célula
que expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolégica de
L1H11; y un fragmento de unién a ant/geno de cualquiera de los anticuerpos
anteriores. En una realizacion, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-
4R humano que es sustanciaimente equivalente a la afinidad de union de
L1H11 por IL4R humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen
c_ualquiera de dichos anticuerpos también se proporclonan por la presente
invencion,

Un ejemplo de una actlvidad biolégica de L1H11 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de 1L-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la invencidn tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustanciaimente equivalente a la de L1H11; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustancialmente equivalente a la de L1H11. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresion de CD23 descrito en el Ejemplo 2). -

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L1H11
se presenta en la SEC ID N° 3, y la secuencia de aminoécidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 4. La saecusncia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L1H11 se presenta como la SEC ID N° 35, y la secuencia
de aminoacidos codificada se presenta en la SEC ID N° 36. Los anticuerpos de
la presente Invencidn incluyen, aunque sin fimitacién, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 100 de la SECIDN° 4; y
anticuerpos que comprenden adicional o alternativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 36.
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Las reallzaciones particulares de anticuerpos de la presente invencién
comprendsn, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L1H11. Las CDR de
L1H11 se anallzan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estan ios que comprenden de una a las ires
siquientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoécido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 4. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L1H11. Por tanto, enire los anticuerpos
proporclonados en este documento estan los que comprenden de una a las tres
siguientes secuenclas en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-
35, los restos 50-65; y los restos 98-104 de la SEC ID N® 36.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencitn se
seleccionan entre el grupo constituido por L2H4; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L2H4; un anticuerpo que se une al mismo epltope que
L2H4; un anticuerpo que compite con L2H4 por la unidén a una célula que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolbgica de L2H4; y
un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de ios anticuerpas antsriores.
En una realizacién, el anticuerpo tiane una afinidad de unién por IL4R humano
que es sustanciaimente equivalente a la afinidad de unién de L2H4 por IL-4R
humano. Las iineas celulares de hibridoma que producen cualqulera de dichos
anticuerpos también se proporcionan por la presente Invencién.

Un ejemplo de una actividad biolégica de L2H4 es la capacidad de
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funcionar tanto como antagonista de [L-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la invencidn tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustancialmente equivalente a la de L2H4; y tlene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanciaimente equivalents a la de L2H4. Dicha aclividad puede medirse

5 en cualquler ensayo convencional adecuado (por ajemplo, medido en el ensayo
de expresién de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominic variable de la cadena figera de L2H4
se presenta en la SEC ID N° 5, vy la secuencia de aminoAcidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 6. La secuencia de ADN para el dominio variable de

10 la cadena pesada de L2H4 se presenta como la SEC ID N¢ 21, y Ia secuencla
de aminoécidos codificada se presenta en la SEC ID N° 22. Los anticuerpos de
la presente Invencién incluyen, aunque sin [imitacién, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 da la SEC ID N° 6; y
anticuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena

15 pesads,iosrestos1a 115dela SECID N° 22,

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente Invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en [a cadena ligera de L2H4. Las CDR de

20 L2H4 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estén los que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoécido 24-35; los restos 51-57; v los restos 90-99 de la SEC ID N° 8. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el

25 dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
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en la cadena pesada de L2H4. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
en este documento estidn los que comprenden de una a las tres siguientes
secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-65; y los restos 88-104 de la SEC ID N° 22.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencion se
seleccionan entre el grupo constituido por L2H12; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L2H12; un anticuerpo que se une al mismo epitope
que L2H12; un anticuerpo que compite con L2H12 por la unién a una célula
que expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolégica de
L2H12; y un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos
anteriores. En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-
4R humano que es sustancialmente equivalente a la afinidad de unidén de
L2H12 por IL-4R humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen
cualquiera de dichos anticuerpos también se proporcionan por la presente
invencion.

Un elempio de una actividad biolégica de L2H12 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la invencion tiene actividad de bloqueo de IL4
sustancialmente equivalente a la de L2H12; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanclalmente equivalente a la de L2H12. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresitn de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L2H12
se presenta en la SEC ID N° 5, y la secuencia de aminodcidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 6. La secuencia de ADN para el dominio variable de
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la cadena pesada de L2H12 se presenta como la SEC ID N° 37, y la secuencia
de aminoécidos codificada se presenta en la SEC 1D N° 38. Los aniicuerpos de
la presente Invencion Incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 6; y
anticuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 38.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementarfiedad (CDR), o regiones
hipervariables, que s8 encueniran en la cadena ligera de L2H12, Las CDR de
L2H12 se anallzan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estan l0s que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoéacido 24-35; los restos 51-57; y los restos 80-99 de la SEC ID N°® 6. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en |a cadena pesada de L2H12. Por {anto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tres
siguientes secusencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-
35; los restos 50-65; y los restos 98-104 de la SEC ID N° 38.

En ofra realizacion, los anticuerpos particulares de la invenciéon se
seleccionan entre el grupo constituido por L2H13; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L2H13; un anticuerpo que se une al mismo epitope
que L2H13; un anticuerpo que compite con L2H13 por la unidn & una célula

que expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biol6gica de
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L2H13; y un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos
anteriores. En una realizacién, el anticuerpo tlene una afinidad de unidn por IL-
4R humano que es sustanciaimente equivalente a la afinidad de unién de
L2H13 por IL4R humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen

5 cusiquiera de dichos anticuerpos también se proporcionan por la presente
invencién.

Un ejemplo de una actividad blolégica de L2H13 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la invencién tiene actividad de bloqueo de IL-4

10 sustanciaimente equivalente a la de L2H13; y tiene actividad de bioqueo de IL-
13 sustanciaimente equivalente a la de L2H13. Dicha actividad puede medirse
en cualquier snsayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresién de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L2H13

15 se presenta en la SEC ID N° 5, y la secuencia de aminoécidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 6. La secuencia de ADN para el dominlo variable de
la cadena pesada de L2H13 se presenta como la SEC ID N° 39, y la secuencia
de aminoacidos codificada se presenta en la SEC ID N° 40. Los anticuerpos de
la presente invencidn incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos que

20 comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° B; y
anticuerpos que comprenden adicional o alternativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC 1D N° 40.

Las realizaciones particulares de enticuerpos de la presente invenci6n
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las

25 regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
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hipervariables, que' se encuentran en la cadena ligera de L2H13. Las CDR de

L2H13 se analizan en el Ejempio 5. Por tanto, entre los anticuerpos

proporcionados en este documento estén los qua comprenden de una a las tres

sigulentes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de

5 aminoécido 24-35; los restos 51-57; y los restos 80-98 de la SEC ID N° 6. Los

anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el

dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CODR encontradas

en la cadena pesada de L2H13. Por tanto, entre los anticuerpos

proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tres

10 siguientes secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-
35; los restos 50-65; y los restos 98-104 de la SEC ID N° 40,

En otra realizaclén, los anticuerpos particulares de la invencién se
selecclonan entre el grupo constituldo por L2H14; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L2H14; un anticuerpo que se une al mismo epltope

15 que L2H14; un anticuerpo que compite con L2H14 por la unién a una célula
que expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolégica de
L2H14; y un fragmento de unidn a antigeno de cualquiera de los anticuerpos
anteriores. En una realizacion, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-
4R humano que es sustancialmente equivalente a la afinidad de unién de

20 L2H14 por IL4R humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen
cualquiera de dichos anticuerpos también se proporcionan por la presente
invencién,

Un ejemplo de una actividad bioldgica de L2H14 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una

25 realizacion, un anticuerpo de la invencion tiene actividad de bloqueo de IL-4
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sustanciaimente equivalente a la de L2H14; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustancialmente equivalents a la de L2H14. Dicha actividad puede medirse
en cualguier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresidn de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de |a cadena ligera de L2H14
se presenta en la SEC ID N° 5, y la secuencia de aminoécidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 6. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L2H14 se presenta como la SEC ID N° 41, y la secuencia
de aminoécidos codificada se presenta en la SEC ID N° 42. Los anticuerpos de
la presente Invenciéon incluyen, aunque sin limiiacién, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 6; y
anticuerpos que comprenden adiclonal o altemativamente, en su cadena
pesada, os restos 1 a 115 de la SEC ID N° 42,

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencion
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L2H14. Las CDR de
12H14 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tres
sigulentes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoacido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 8. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena psasada, al menos una e las CDR encontradas
en la cadena pesada de L2H14. Por tanto, entre los anticuerpos

proporcionados en este documento estén los gue comprenden de una a las tres
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siguientes secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-
35; los restos 50-65; y los restos 98-104 de la SEC ID N° 42.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencién se
seleccionan entre el grupo constituido por L6H1; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L6H1; un anticuerpo que se une al mismo epitope que
L6H1; un anticuerpo que compite con L6H1 por la unién a una célula que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolégica de L6H1; ¥
un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.
En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano
que s sustancialmente equivalents a la afinidad de unién de L6H1 por IL4R
humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos también se proporcionan por la presents Invencién.

Un ejemplo de una actividad biolbgicé de L6H1 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizaclon, un anticuerpo de la Invencion tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustanciaimente equlivalente a la de L8H1; y tlene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanciaimente equivalente a la de L6H1. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresion de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN de! dominio variable de la cadena ligera de L6H1
se presenta en ia SEC ID N° 13, y ia secuencia de arninodcidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 14. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L6H1 se presenta como la SEC ID N° 15, y la secuencia
de aminoacidos codificada se presenta en ia SEC ID N° 18. Los anticuerpos de

la presente Invencidn incluyen, aunque sin limitacidn, anticuerpos que
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comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 14 y
anticuerpos que comprenden adicional o altemnativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC 1D N° 16.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencidon
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encueniran en la cadena ligera de L6H1. Las CDR de
L6H1 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoécido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 14, Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR sncontradas
en la cadena pesada de L6H1. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
en este documento estan log que comprenden de una a las tres siguienties
secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-65; y los restos 98-104 de la SEC ID N° 16.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencién se
seleccionan entre el grupo constituido por L2H2; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L2H2; un anticuerpo que se une al mismo epitope que
L2H2; un anticuerpo que compite con L2H2 por la unién a una célula que
expresa {L-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad blologica de L2H2; y
un fragmento de unlén a antigeno de cualquiera ds los anticuerpos anteriores.
En una realizacién, el anticuerpo tlene una afinidad de uni6én por IL-4R humano

que es sustancialmente equivalente a la afinidad de unién de L2H2 por IL-4R
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humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos también se proporcionan por la presente invencion.

Un ejemplo de una actividad bloldgica de L2H2 es la capacidad da
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la Invencién tiene actividad de bloqueo de L4
sustanciaimente equivalente a la de L2H2; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanciaimente equivalente a [a de L2H2. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresion de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L2H2
se presenta en la SEC ID N° 5, y la secuencia de aminoécidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 8. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L2H2 se presenta como la SEC ID N° 17, y la secuencia
de aminoécidos codificada se presenta en la SEC ID N° 18. Los anticuerpos de
la presante Invencion Iincluyen, aunque sin [imitacion, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 6; y
anticuerpos que comprenden adicional o alternativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 & 115 de la SEC ID N° 18,

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presents invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regionas determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L2H2. Las CDR de
L2H2 se analizan en el Ejemplo 5. Por tfanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estén los que comprenden de una & las tres

siguientes secuenclas en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
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aminoacido 24-35: los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 6. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las COR encontradas
en la cadena pesada de L2H2. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
en este documento estan los que comprenden de una a las tres siguientes
secuencias en el dominlo variable de cadena pesada: los restos 31-395; los
restos 50-65; y los restos 98-104 de la SEC ID N° 18.

En otra realizacion, los anticuerpos particulares de la invencién se
selaccionan entre el grupo constituido por L2H3; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L2H3; un anticuerpo que se une al mismo epltope que
L2H3; un anticuerpo que compite con L2H3 por la unién a una céluia que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad bioldgica de L2H3; y
un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.
En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano
que es sustanciaiments equivalente a la afinidad de unién de L2H3 por IL-4R
humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos también se proporcionan por la presente invencion.

Un ejemplo de una actividad biolégica de L2H3 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacion, un anticuerpo de la invencitn tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustanciaimente equivalente a la de L2H3; y tiene aclividad de bloqueo de IL-
13 sustanclaimente equivalente a la de L2H3. Dicha actividad puede medirse
en cualquler ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresidn de CD23 descrito en el EJemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L2H3
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se presenta en la SEC ID N° 5, y la secuencia de aminoécidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 8. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L2H3 se presenta como la SEC ID N° 19, y la secuencia
de amino&cidos codificada se presenta en la SEC ID N° 20, Los anticuerpos de
la presente invencion Incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 6; y
anticuerpos que comprenden adicional o alternativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 20.

Las realizaciones particulares de_ anticuerpos de la presente invencion
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o reglones
hipervariables, que ge encusentran en la cadena ligera de L2H3. Las CDR de
L2H3 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, enire los anticuerpos
proporcionados en este documento estén los que comprenden de una a las tres
sigulentes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoécido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de Ia SEC ID N° 6. Los
anticuerpos particulares proporcionados en esta documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L2H3. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
en este documento estan los que comprenden de una a las fres siguientes
secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-65; y ios restos 98-104 de la SEC ID N® 20.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencién se
seleccionan entre el grupo consfituldo por L2H6; un anticuerpo que tiene

reactividad cruzada con L2H8; un anticuerpo que se une al mismo epltope que
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L2H8; un anticuerpo que compite con L2HB8 por la unién a una célula que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolégica de L2HS; y
un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.
En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano
que es sustanciaimente equivalente a la afinidad de unién de L2H6 por IL4R
humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos también se proporcionan por la presente invencion.

Un ejemplo de una actividad bloldgica de L2HE8 es la cepacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizaciébn, un anticuerpo de ia invencién tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustanciaimente equivalente a la de L2H6; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanciaimente equivalente a la de L2H6. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresion de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L2H6
se presenta en la SEC ID N° 5, y la secuencia de aminodcidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 8. La sacuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L2H6 se presenta como la SEC ID N° 25, y la secuencla
de aminoé4cldos codificada se presenta en la SEC ID N° 26. Los anticuerpos de
ila presente Invencién incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 6; y
anticuerpos que comprenden adicional o alternativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 26.

Las realizaclones particularas de anticusrpos de la presente invencion

comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
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regiones determinantes de complementariedad (CDR), o reglones
hipervarlables, que se encuentran en la cadena ligera de L2H6. Las CDR de
L2H6 se analizan en el Ejemplo 5. Por tento, entre Io? anticuerpos
proporcionados en este documento aestan los que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoécido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 6. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de ias COR encontradas
en la cadena pesada de L2H6. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
en este documento estan los que comprenden de una a las tres siguientas
secuenclas en el dominlo variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-65; y los restos §8-104 de la SEC ID N° 26.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencién se
seleccionan entre el grupo constituido por L2H7; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L2H7; un anticuerpo que se une al mismo epitope que
L2H7; un anticuerpo que compite con L2H7 por la unién a una célula que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolégica de L2H7; y
un fragmento de union a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.
En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano
que es sustanciaimente equivalente a la afinidad de unién de L2H7 por IL4R
humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos tembién se proporcionan por la presente invencién.

Un ejemplo de una actividad bioldgica de L2H7 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de iL-4 como antagonista de iL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la invencln tiene actividad de bloqueo de IL-4
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sustanciaimente equivaiente a la de L2H7, y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustancialmente equivalente a la de L2H7. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresion de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L2H7
se presenta en la SEC ID N° 5, y la secuencia de amino4cidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 8. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L2H7 se presenta como la SEC ID N° 27, vy la secuencia
de amino4cidos codificada se presenta en la SEC |ID N° 28. Los anticuerpos de
la presente Invencién incluyen, aunque sin limitacidn, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SECID N° 6; y
anficuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 28.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L2H7. Las CDR de
L2H7 se anallzan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporclonados en este documento estén ios que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoacido 24-35; los restos 51-57; y los restos 80-89 de Ja SEC ID N° 6. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de 1L2H7. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados

en este documento estin los que comprenden de una a las tres sigulentes
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secuencias en el dorninio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-65; y los restos 88-104 de la SEC ID N° 28.

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencion se
seloccionan entre el grupo constituido por L2H8; un anticuerpo que tiene
reactividad cruzada con L2H8; un anticuerpo que se une al mismo epitope que
L2H8; un anticuerpo que compite con L2H8 por la unidbn a una célula que
expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad bioldgica de L2H8; y
un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.
En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-4R humano
que es sustanciaimentse equivalente a la afinidad de union de L2H8 por IL4R
humano. Las iineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos también se proporcionan por la presente invencion,

Un ejemplo de una actividad blolégica de L2H8 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de |IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacion, un anticuerpo de la invencién tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustancialmente equivalente a la de L2HB; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanciaimente equivalente a ia de L2HB8. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en e! ensayo
de expresion de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia da ADN del dominio variable de la cadena ligera de L2H8
se presenta en la SEC ID N° 5, y la secuencia de aminoacidos codificada se
presenta en la SEC 1D N° 6. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L2H8 se presenta como la SEC ID N° 28, y la secuencia
de aminoécidos codificada se presenta en la SEC ID N° 30. Los anticuerpos de

la presente invencién incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos que
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comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 108 de la SEC ID N° 6; y
anticuerpos que comprenden adiclonal o altemativaments, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC 1D N° 30.

Las 'raallzaciones particulares de anticuerpos de la presente invencién

5 comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las

regiones determinantes de complementariedad (CDR), o reglones

hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L2H8. Las CDR de

L2H8 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, enitre los anticuerpos

proporcionados en este documento estan los que compranden de una a las tres

10 siguientes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de

aminoécido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 8. Los

anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el

dominio vﬁriable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas

en la cadena pesada de L2H8. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados

15 en este documento estdn los que comprenden de una a las tres siguientes

secuenclias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-65; y los restos 88-104 de la SEC ID N°® 30.

En ofra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencién se

seleccionan entre el grupo constituido por L2H9; un anticuerpo que tiene

20 reactividad cruzada con L2H9; un anticuerpo que se une al mismo epltope que

L2H9; un anticuerpo que compite con L2H9 por la unién a una célula que

expresa |L-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biol6gica de L2H9; y

un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos anteriores.

En una realizacién, el anticuerpo tiene una afinidad de union por IL4R humano

25 que es sustanciaimente equivalente a la afinidad de unién de L2H9 por IL4R
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humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen cualquiera de dichos
anticuerpos también se proporcionan por la presenie invencién.

Un ejemplo de una actividad biolégica de L2H9 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la Invencién tiene actividad de blioqueo de IL-4
sustanciaimente equivaiente a la de L2H9; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanciaiments equivalenta a la de L2HS. Dicha actividad puede medirse
en cualquier ensayo convencional adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresién de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L2H9
se presenta en la SEC ID N° 5, y la secuencia de aminodcidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 6. La secuencia de ADN para el dominio variable de
la cadena pesada de L 2H9 se presenta como la SEC ID N° 31, y la secuencia
de aminoacidos codificada se presenta en la SEC ID N° 32. Los anticuerpos de
la presente invencién incluyen, aunque sin limitacion, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 109 de la SEC ID N° 6; y
anticuerpos que comprenden adicional o altemativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de ia SEC ID N° 32.

Las realizaciones particulares de anticuarpos de la presente invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinanies de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L2HS. Las CDR de
L2H9 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estén los que comprenden de una a las tres

sigulentes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
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aminodcido 24-35; los rastos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 8. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento cornprenden, an el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L2H8. Por tanto, entre los anticuerpos proporcionados
en este documento estén los que comprenden de una a [as tres siguientes
secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-35; los
restos 50-65; y los restos 96-104 de la SEC ID N° 32.

En otra realizacidn, los anticuerpos particulares de la invencién se
selecclonan entre el grupo constituldo por L2H10; un anticuerpo que tlene
reactividad cruzada con L2H10; un anticuerpo que se une al mismo epitope
que L2H10; un anticuerpo que compite con L2H10 por la unién a una célula
que expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolégica de
L2H10; y un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos
anteriores. En una reallzacion, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-
4R humano que es sustanciaimente equivalente a la afinidad de union de
L2H10 por IL-4R humano. Las lineas celulares de hibridoma que producen
cualqulera de dichos anticuerpos tamblén se proporclonan por la presents
invencién.

Un elemplo de una actividad biolégica de L2H10 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista de IL-13. En una
realizacién, un anticuerpo de la invencién tiene actividad de bloqueo de IL-4
sustanciaimente equivalente a la de L2H10; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustancialmente equivalente a la de L2H10. Dicha actividad puede medirse
en cuaiquier ensayo convencional adecuado (por ejsmplo, medido en el ensayo
de expresion de CD23 descrito en el Ejemplo 2).
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La secusncia de ADN del dominio variable de la cadena ligera de L2H10
so pressnta en la SEC ID N° 5, y la secuencia de aminoacidos codificada se
presenta en la SEC ID N° 6. La secuencia de ADN para el dominlo variable de
la cadena pesada de L2H10 se presenta como la SEC ID N° 33, y la secduencia
de aminoécidos codlificada se presenta en la SEC ID N° 34. Los anticuerpos de
la presente invencidn Incluyen, aunque sin limitacidn, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 108 de la SECIDN° §; y
anticuerpos que comprenden adicional o altemativaments, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N® 34.

Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariables, que se encuentran en la cadena ligera de L2H10. Las CDR de
L2H10 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en aste documento estan os que comprenden de una a las tres
sigulentes secuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminoacido 24-35; los restos 51-57; y los restos 80-89 de la SEC ID N° 8. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L2H10. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estan los que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-
35; los restos 50-65; y los restos 98-104 de la SEC ID N° 34,

En otra realizacién, los anticuerpos particulares de la invencién se

seleccionan entre el grupo constituido por L2H11; un anticuerpo que tiene
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reactividad cruzada con L2H11; un anticuerpo que se une al mismo epitope
que L2H11; un anticuerpo que compite con L2H11 por la unién a una célula
que expresa IL-4R humano; un anticuerpo que tiene actividad biolGglca de
L2H11; y un fragmento de uni6n a antigano de cualquiera de los anticuerpos
anteriores. En una realizaclén, el anticuerpo tiene una afinidad de unién por IL-
4R humano que es susianciaimente equivalente a la afinidad de unién de
L2H11 por IL-4R humano. Las lineas celulares de hibridjoma que producan
cualquiera de dichos anticuerpos tamblén se proporcionan por la presente
invencion.

Un ejemplo de una actividad biolégica de L2H11 es la capacidad de
funcionar tanto como antagonista de IL-4 como antagonista dé IL-13. En una
realizacion, un anticuerpo de la invencién tiene actlvidad de bloqueo de L4
sustanclaimente equivalente a la de L2H11; y tiene actividad de bloqueo de IL-
13 sustanciaimente equivaiente a la de L2H11. Dicha actividad puede medirse
en cualquler ensayo convenclonal adecuado (por ejemplo, medido en el ensayo
de expresion de CD23 descrito en el Ejemplo 2).

La secuencia de ADN del dominlo variable de la cadena ligera de L2H11
se presenta en la SEC ID N° 5, y la secuencla de aminoécidos codificada se
presenta en la SEC |D N° 6. La secuencia de ADN para el dominlo variable de
la cadena pesada de L2H11 se presenta como la SEC ID N° 35, y la secuencia
de aminoacldos codificada se presenta en la SEC ID N° 38. Los anticuerpos de
la presente invencion incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos que
comprenden, en su cadena ligera, los restos 1 a 108 de 1a SEC ID N° 8; y
anticuerpos que comprenden adicional ¢ altemativamente, en su cadena
pesada, los restos 1 a 115 de la SEC ID N° 36.
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Las realizaciones particulares de anticuerpos de la presente invencién
comprenden, en el dominio variable de su cadena ligera, al menos una de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o regiones
hipervariabies, que se encuentran en la cadena ligera de L2H11. Las CDR de
L2H11 se analizan en el Ejemplo 5. Por tanto, entre los anticuerpos
proporcionados en este documento estén ios que comprenden de una a las tres
siguientas sacuencias en el dominio variable de cadena ligera: los restos de
aminodcido 24-35; los restos 51-57; y los restos 90-99 de la SEC ID N° 6. Los
anticuerpos particulares proporcionados en este documento comprenden, en el
dominio variable de su cadena pesada, al menos una de las CDR encontradas
en la cadena pesada de L2H11. Por tanto, enire los anticuerpos
proporcionados en este documento estédn los que comprenden de una a las tres
siguientes secuencias en el dominio variable de cadena pesada: los restos 31-
35; los restos 50-65; y los restos 88-104 de la SEC ID N° 36.

Acidos nucleicos

En un aspecto, la presente invencién proporclona moléculas de écido
nucleico aisladas. Los &cidos nucleicos comprenden, por ejemplo,
polinucledtidos que codifican un anticuerpo de la invencién, o un fragmento,
derivado, muteina, o variants del mismo, polinucledtidos suficientes para su
uso como sondas de hibridacién, cebadores de PCR o cebadores de
secuenciacion para identificar, analizar, mutar o amplificar un polinucleétido
que codifica un polipéptido, &cidos nucleicos antlsentido para inhibir la
expresién de un polinucledtido, y secuencias complementarias de los
anteriores. Los &cidos nucleicos pueden ser de cualquier longitud. Pueden ser,
por ejemplo, de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 100, 125, 150, 175,

1/09



10

15

20

25

2805

108

200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 750, 1.000, 1.500, 3.000, 5.000 o més
nucleétidos de longitud, y/o pueden comprender una © mas secuencias
adiclonales, por ejemplo, secuenclas reguladoras, y/o ser parte de un acldo
nucleico méas grande, por ejemplo, un vector. Los écidos nucleicos pueden ser
monocatenarios o bicatenarios y pueden comprender nucledtidos de ARN y/o
ADN, y variantes artificiales de los mismos (por ejemplo, acidos
paptidonucieicos).

El ADN que codifica polipéptidos de anticuerpos (por ejemplo, sélo el
dominio variable de cadena pesada o ligera o de longliud completa) puede
aislarse de células B de ratones que se han inmunizado con IL4R. El ADN
puede aislarse por procedimientos convenclonales tales como reacclén en
cadena de la polimerasa (PCR). La presentacién de fagos es otro ejemplo de
una técnica conocida por la que pueden prepararse derivados de anticuerpos.
En un enfoque, los polipéptidos que son componentes de un anticuerpo de
intarés se expresan en cualquier sistema de expresién recombinante
adecuado, y los polipéptidos expresados se dejan ensamblar para que formen
moléculas de anticuerpo.

La Figura 2 proporciona sacuencias de acido nuclelcos que codifican las
regiones variables de las reglones varlables de cadena pesada y ligera
mostradas en la Figura 3. Debido a la degeneracion del cddigo genético, cada
una de las secuencias polipeptidicas de la Figura 3 también esta codificada por
una gran cantidad de ofrae secuencias de #4cido nucleico. La presente
invencién proporciona cada secuencla de nuclettidos degenerada que codifica
cada anticuerpo de la invencién.

La invencién proporciona adicionalmente acidos nuclelcos que hibridan
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con otros Acidos nucleicos (por ejemplo, acidas nucleicos que comprenden una
secuencia de nuclettidos de la Figura 2) en condiclones de hibridacion
particulares. Los procedimientos para hibridar acidos nucleicos son bien
conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecutar
Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1988}, 6.3.1-6.3.6. Como se define en este
documento, una condicién de hibridacién moderadamente rigurosa usa una
solucién de prelavado que contlene cloruro sédica/citrato sédico 5X (SSC),
SDS al 0.5%, EDTA 1,0 mM (pH 8,0) tampén de hibridacién de
aproximadamente formamida al 50%, 6X SSC, y una temperatura de
hibridacién de 55°C (u otras solucionas de hibridacién similares, tales como
una que contiene aproximadamente formamida al 50%, con una temperatura
de hibridacién de 42°C), y condiclones de lavado de 80°C, an 0,5X SSC, SDS
al 0,1%. Una condicién de hibridacién rigurosa de 6X SSC a 45°C, seguida por
uno o mas lavados en 0,1X SSC, SDS al 0,2% a 68° C. Ademas, un
especialista en la técnica puede manipular las condiclones de hibridacién y/o
lavado para aumentar o disminuir la rigurosidad de Ia hibridacién de modo que
los acidos nucieicos que comprenden secuencias de nucledtidos que son al
menos un 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 6 99% idénticos entre sl tipicamente
permanecen hibridados entre si. Los pardmetros basicos que afectan a la
eleccion de las condiciones de hibridacion y directriz para idear las condiciones
adecuadas se exponen por Sambrook, Fritsch, y Maniatls (1989, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y., capltulos 9 y 11; y Cumrent Protocols in Molecular Biology,
1985, Ausubel y col., 8ds., John Wiley & Sons, Inc., secciones 2.10 y 6.3-6.4), y

pueden determinarse faclimente por los especiallstas en la técnica en base a,
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por ejemplo, la longitud y/o composicién de bases del ADN.

Los cambios pueden introducirse por mutacién en un acido nucleico,
conduciendo de este modo a camblos en la secuencia de aminoécidos de un
polipéptido (por ejemplo, un anticuerpo) que lo codifica. Las mutaciones
pueden introducirse por técnicas convencionales, tales como mutagénesis
dirigida de sitio y mutagénesis mediada por PCR. Preferiblements, se hacen
sustituclones de aminoacidos conservativas en uno o mas restos de
aminoécido no esenciales previstos. Como alternativa, las mutaciones pueden
introducirse aleatoriamente en toda o parte de la secuencla codificante, tal
como por mutagénesis por saturacién, y los mutantes resultantes pueden
explorarse para la actividad bioldgica para identificar mutantes que mantienen
la actividad (por ejemplo, unidbn al receptor de IL-4). Después de la
mutagénesis, la protelna codificada puede expresarse de manera recombinante
y puede determinarse la actividad de la protelna. Las mutaciones pueden
intraducirse an un aminoacido sin alterar de manera significativa |a actividad
biolégica de un péptido que lo codifica. Por ejemplo, pueden hacerse
sustituclones de nucleétidos que conducen a sustituciones de aminoécides en
restos de aminoédcido no esenciales. En una realizacién, se muta una
secuencia de nucledtidos proporcionada en la Figura 2, o un fragmento
deseado, variante, o derivado del mismo, de modo que codifique una secuencia
de amino#cidos que comprende una o més deleciones o sustituciones de
restos de aminoacido que se muestran en la Figura 3 para que sean restos
donde difleren dos o més secuencias. En ofra realizacién, la mutagénesis
inserta un aminoacido adyacente a uno o més restos de aminoécido mostrados

en la Figura 3 para que sean restos donde difleren dos 0 més secuencias.
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Como altemativa, las mutaciones pueden introducirse en un &cido nucleico que
cambia selectivamente |la actividad biolégica (por ejemplo, unién del receptor
de IL-4, Inhibiciéon de IL-4 y/o IL-13, etc.) de un polipéptido que lo codifica. Por
ejemplo, la mutacién puede camblar cuantitativa o cualitativamente |a actividad
biolégica. Los ejemplos de cambios cuantitativos incluyen aumento, reduccién
o eliminacién de la actividad. Los ejemplos de cambios cualitativos incluyen
cambio de la espaecificidad antigénica de un anticuerpo.

En otro aspecto, la presents invencion proporciona moléculas de &cido
nucleico que son adecuadas para su uso como cebadores o sondas de
hibridacién para la deteccion de secuencias de acido nucleico de la invencién.
La molécula de &cido nucleico de la invencién puede comprender sdio una
parte de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de
longitud completa de la invencidn, por ejemplo, un fragmento que puede usarse
como sonda o cebador o un fragmento que codifica una parte activa (por
elemplo, una parte de unién al receptor de IL-4) de un polipéptido de la
invencion.

Las sondas que se basan en la sacuencia de un acido nucleico de la
invencion pueden usarse para detectar el acido nucleico o acidos nucleicos
similares, por elemplo, transcritos que codifican un polipéptido de la invencién.
La sonda puede comprender un grupo marcador, por ejemplo, un radiolsétopo,
un compuesto fiuorescente, una enzima, o un cofactor enzimético. Dichas
sondas pueden usarse para Identificar una célula que exprese el polipéptido.

En otro aspecto, la presentsa invencion proporciona vectores que
comprenden un &cido nucleico que codifica un polipéptide de la invencién o una

parte del mismo. Los ejemplos de vectores Incluyen, aunque sin limitacién,
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plasmidos, vectores virales, vectores de mamiferos no eplsomales y vectores
de expresion, por ejemplo, vectores de expresion recombinantes.

Los vectores de expresién recombinantes de la invenclén pueden
comprender un écido nuclelco de la invenclén en una forma adecuada para la
expresion del dcido nucleico en una célula huésped. Los vectores de expresion
recombinantes Incluyen una o mas secuencias reguladoras, selecclonadas en
base a las células huéspéd a usar para la expresion, que estan unidas de
manera operativa a la secuencla de Acido nucleico a expresar. Las sscuencias
reguladoras incluyen las que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia
de nucledtidos en muchos tipcs de céiulas huésped (por ejemplo, el
potenclador del gen temprano de SV40, promotor del virus del sarcoma de
Rous y promotor de citomegalovirus), las que dirigen la expresién de la
secuencla de nucledtidos sblo en ciertas células huésped (por ejemplo,
secuencias reguladoras especificas de tejido, véase Voss y col., 1986, Trends
Biochem. Sci. 11: 287, Maniatis y cal., 1987, Science 236: 1237, incorporado
como referencla en este documento en su totalidad), y las que dirigen la
expresion inducible de una secuencia de nuclettidos en reapuesta a
tratamiento o condicién particular (por ejemplo, el promotor de metalotionina en
células de mamifero y el promator senslble a tet y/o ser{sible & estreptomicina
en sistemas tanto procariotas como eucariotas (véase id.)). Se apreciara por
los especiglistas en la técnica que el disefio del vector de expresién puede
depender de factores tales como la eleccion de la célula huésped a
transformar, el nivel de expresion de la proteina deseada, etc. Los vectores de
expresion de la invencion pueden introducirse en células huésped para producir
de este modo protelnas o péptidos, incluyendo proteinas o péptidos de fusién,
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codificados por &cidos nucleicos como se describe en este documento.

En otro aspecto, [a presente invencion megmlona células hudsped en
la que se ha introducido un vector de expresién recombinante de la invencion.
Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota (por ejemplo, E. cofi)
o célula eucariota (por ejemplo, células de levadura, insecto, o mamifero (por
ejemplo, células CHO)). E!l ADN del vector se pusde Introducir en células
procariotas o eucariotas medlante técnicas de transformacién o transfaccion
convencionales. Para la transfeccion estable de células de mamifero, se sabe
que, dependiendo del vector de expresién y la tdcnica de transfeccién usados,
sdlo una pequefia fraccién de las células puede integrar el ADN extrafio en su
genoma. Para identificar y seleccionar estos integrantes, generaimente se
introduce un gen que codifica un marcador de seleccién {por ejemplo, para
resistencia a antibloticos) en las células huésped junto con el gen de intarés.
Los marcadores de selecclén preferidos incluyen los que confieren resistencia
a farmacos, tales como G418, higromicina y metotrexato. Las células
transfectadas de manera estable con el 4cido nucleico Iintroducido pueden
identificarse por seleccion de fdmmacos (por ejemplo, las células que han
incorporado el gen marcador de seleccidn sobrevivira, mientras que las otras
células morirén), entre otros procedimientos.

Derivad me: ings de anticue

Los derivados de anticuerpos dirigidos contra IL4R pueden prepararse,
y explorarse para propiedades deseadas, por cualqulera de varias técnicas
conocidas, Ciertas técnicas implican aislar el ADN que codifica una cadena
polipeptidica (o parte de la misma) de un anticuerpo de interés, y manipular el
ADN a través de tecnologia de ADN recombinants. El ADN puede fuslonarse a

M



10

15

20

25

114

oiro ADN de interés, o alterarse (por ejemplo, por mutagénesis u otras técnicas
convencionales) para afiadir, delecionar, o suslituir uno o mas restos de
aminodcido, por ejemplo.

En un aspecto, la presente invencién proporcliona fragmentos de unién a
antigeno de los anticuerpos de la invencion. Dichos fragmentos pueden constar
en su totalidad de secuencias derivadas de anticuerpos o pueden comprender
sacuencias adicionales. Los elemplos de fragmentos de unién a antigenos
incluyen Fab y F(ab")z. Otros ejemplos se proporcionan en Lunde y col., 2002,
Biochem. Soc. Trans. 30: 500-06.

Los anticuerpos de cadena Unica pueden formarse unlendo fragmentos
del dominio variable de cadena pesada y ligera (region Fv) mediante un puente
de aminoécido (engarce peptidico corto), produciendo una UGnica cadena
polipeptidica. Dichos Fv de cadena Gnica (scFv) se han preparado fusionando
ADN que codifica un engarce peptidico entre ADN que codifican los dos
polipéptidos del dominio variable (Vi y Vu). Los polipéptidos resultante pueden
volver a plegarse por sl mismos para formar monémeros de unién a antigenos,
o pueden formar multimeros (por ejemplo, dimeros, trimeros, o tetrdmeros),
dependiendo de la longitud de un engarce flexible entre los dos dominios
variables (Kortt y col., 1997, Prot. Eng. 10: 423; Kortt y col., 2001, Biomol. Eng.
18: 95-108). Combinando polipéptidos que comprenden V, y V4 diferentes, se
pueden formar scFv multiméricos que se unen a diferentes epltopes
(Kriangkum y col., 2001, Biomol. Eng. 18: 31-40). Las técnicas desarrolladas
para la produccién de anticuerpos de cadena Gnica incluyen las descritas en la
Patente de Estados Unidos N° 4.946.778; Bird, 1988, Science 242; 423; Huston
y col., 1988, Proc. Nall. Acad. Sci. USA 85: 5879; Ward y col., 1989, Nature
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334: 544, de Graaf y col., 2002, Methods Mol Biol. 178: 379-87. Los
anticuerpos de cadena uUnica derivados de anticuerpos proporcionados en este
documento (incluyendo, aunque sin limitacién, scFv que comprenden las
combinaciones de dominios variables L2H1, L3H1, L4H1, L5H1, L1H2, L1H3,
L1H4, L1H5, L1H6, L1H7, L1H8, L1HS, L1H10, L1H11, L2H4, L2H12, L2H13,
L2H14, L6H1, L2H2, L2H3, L2HS6, L2H7, L2H8, L2H8, L2H10, y L2H111) se
incluyen por la presante invencion,

Las técnicas para obtener un anticuerpo de una subclase o isotipo
diferente a partir de un anticuerpo de interés, es decir, cambio de subclase, son
conocidas. Por tanto, pueden obtenerse anticuerpos IgG a partir de un
anticuerpo IgM, por ejemplo, y viceversa. Dichas técnicas permiten la
preparacion de nuevos anticuerpos que tlenen las propiedades de unién a
antigeno de un anticuerpo dado (el anticuerpo parental), pero que también
muestran propiedades bioldgicas asocladas con un Isotipo de anticuerpo o
subciase diferentes de la del anticuerpo parental. Pueden emplearse técnicas
de ADN recombinante. El ADN clonado que codlfica polipéptidos de anticuerpo
particulares puede emplearee en dichos procedimientos, por ejemplo, en ADN
gue codifica el dominio constante de un anticuerpo del isotipo deseado. Véase,
también Lantto y col., 2002, Methods Mol. Blot.178: 303-16.

Por consigulents, los anticuerpos de la presente invencién Incluyen
aquellos que comprenden, por ejemplo, las combinaclones de dominios
variables L2H1, L3H1, L4H1, L5H1, L1H2, L1H3, L1H4, L1H5, L1H8, L1H7,
L1HB, L1H9, L1H10, L1H11, L 2H4, 1 2H12, L2H13, L2H14, L8H1, L2H2, L2H3,
L2H6, L2H7, L2H8, L2H3, L2H10, y L2H11, que tienen un isotipo deseado (por
ejemplo, IgA, IgG1, IgG2, IgG3, gG4, IgM, IgE, y IgD) asl como fragmentos
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Fab o F(ab')2 de los mismos. Ademés, si se desea una IgG4 también puede
desearse introducir una mutacion puntual (CPSCP - CPPCP) en la regiétn
bisagra como se describe en Bloom y col, 1997, Protein Science 6:407,
incorporado como referencia en este documento) para aliviar una tendencia a
formar enlaces disulfurc dentro de las cadenas H que puede conducir a
heterogenicidad en los anticuerpos IgG4.

Ademas, las técnicas para obtener anticuerpos que tienen diferentes
propledades (es decir, aflnidades variades para el antigeno al que se unen)
también son conocidas. En dicha técnica, mencionada como arrastre de
cadena, implica presentar repertorios de genes del dominio variable de
inmunoglobulina en la superficie de bacteridfagos filamentosos, a menudo
mencionado como presentacién de fagos. El arrastre de cadena se ha usado
para preparar anticuerpos de alta afinidad por el hapteno 2-feniloxazol-5-ona,
como se describe por Marks y col., 1882, BioTechnology, 10: 779.

La evolucibn molecular de [as regiones determinantes de
complementariedad (CDR} en el centro del sitio de unién del anticuerpo
también se ha usado para aislar anticuerpos con efinidad aumentada, por
ejemplo, anticuerpos que tienen afinidad aumentada por c-erbB-2, como se
describe por Schier y col., 1996, J. Mol. Biol. 263: 551. Por consiguiente, dichas
técnicas son (tiles para preparar anticuerpos contra IL4R.

En realizaclones particulares, los anticuerpos de la presente invencion
tienen una afinidad de unién (Ka) por IL4R de al menos 1 x 10°, En otras
realizaciones, los anticuerpos muestran una Ka de al menos 1 x 10°, al menos

1 x 10" 0 al menos 1 x 10"".

La presente invencibn incluye adicionaimente anticuerpos
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multiespecificos, por ejemplo, anticuerpos biespecificos, por ejemplo, dos
diferentes epltopes de IL-4R, o un epitope de IL-4R y un epltope de IL-13R,
mediante dos sitios o regiones de union a antigeno diferentes. Ademas, los
anticuerpos blespeclificos que se describen en este documento puaden
comprender un sitio de unién a antigeno de uno de los anticuerpos descritos en
este documento y una segunda regién de unién a antigeno de otro de los
anticuerpos descritos en este documento. Como altemativa, un anticuerpo
biespecifico puede comprender un sitio de unién a antigeno de uno de los
anticuerpos descritos en este documento y un segundo sitio de unién a
antigeno de otro anticuerpo contra IL-4R que se conoce en la técnica (0 uno
que puede prepararse por procedimientos conocidos).

Se conocen numerosos procedimientos para preparar anticuerpos
blespecilficos en la técnica, ¥ se analizan en la Solicitud de Patente de Estados
Unidos 09/839.632, presentada el 20 de abrl de 2001 (incorpbrada como
referencia en este documento). Dichos procedimientos incluyen el uso de
hibridos-hibridomas como se describe por Miisteln y col., 1883, Nature 305:
537, y otros (Patente de Estados Unidos 4.474.893, Patente de Estados Unidos
6.106.833), y el acoplamiento quimico de fragmentos de anticuerpos (Brennan
y col., 1885, Science 229: 81; Glennie y col., 1987, J. Immunol. 139; 2367;
Patente de Estados Unidos 6.010.902). Ademas, los anticuerpos biespecificos
pueden producirse por un medio recombinante, por ejemplo usando restos de
cremalleras de leucina (es decir, de las protelnas Fos y Jun, que forman de
manera preferente heterodimeros; Kostelny y col., 1992, J. immnol. 148: 1547)
u otras estructuras de dominios interactivos de bloqueo y clave como se

describe en la Patente de Estados Unidos 5.582.996. Las técnicas utlles
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adicionales incluyen las descritas en Kortt y col, 1997, supre; Patente de
Estados Unidos 5.959.083; y la Patente de Esiados Unidos 5.807.708.

En otro aspecto, la presente invenciébn proporciona un derivado de un
anticuerpo. El anticuerpo derivatizado puede comprender cualquier molécula o
sustancia que otorgue una propiedad deseada al anticuerpo, tal como semi-
vida aumentada en un uso particular. El anticuerpo derivatizado puede
comprender, por ejemplo, un rasto detectable (¢ marcador) (por ejemplo, una
molécula radiactiva, colorimétrica, antigénica o enzimatica, una peria detectable
(tal como una perla magnética o de oro), 0 una molécula que se una a otra
molécula (por ejemplo, biotina)), un resto terapéutico o de diagndstico (por
ejemplo, un resto radiactivo, cltotéxico, o farmacéuticamente activo), o una
molécula que aumenta la idoneidad del anticuerpo para un uso particular (por
ejemplo, administracién a un sujeto, tal como un sujeto humano, u otros usos in
vivo o in vitro). Los ejemplos de moléculas que pueden usarse para derivatizar
un anticuerpo son albGmina (por ejemplo, albdmina de suero humano) y
polietilenglicol (PEG). Los derivados unidos a alblimina y PEGilados de
anticuerpos pueden prepararse usando técnicas bien conocidas en la técnica.
En una realizacidn, el anticuerpo estd conjugado o unido de otro modo a
transtiretina (TTR) o una variante de TTR. La TTR o variants de TTR puede
modificarse quimicamente con, por ejemplo, un compuesto quimico
seleccionado entre el grupo constituido por dextrano, poli{n-vinil pirrolidona),
polistilenglicoles, homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de éxido de
polipropliena/éxido de etileno, polioles polioxietilados y alcoholes polivinilicos.
Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 20030195154,
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Los procedimientos proporcionados en este documento comprenden
administrar un anticuerpo anfi-IiL4R a un sujeto, reduciendo de este modo una
respuesta biolégica inducida por IL-4 que juega un papel en una afeccién
particular. En realizaciones particulares, los procedimlientos de la invencion
implican poner en contacto IL-4R endégeno con un anticuerpo anti-IL-4R, por
ejemplo, en un procedimiento ex vivo.

E! tratamliento incluye el alivio o prevencién de al menos un sintoma de
un trastomo, o reduccién de la gravedad de la enfermedad, y similares. Un
anticuerpo no tiene que producir una “cura® completa, o emradicar cada sintoma
o manifestacion de una enfermedad, para constituir un agents terapéutico
viable. Como se reconoce en el campo pertinente, los farmacos empleados
como agentes terapéuticos pueden reducir la gravedai:l de una patoiogia dada,
pero no tlenen que eliminar cada manifestacién de la enfermedad para
considerarse agentes terapéuticos (tiles. Una realizacién de la Invencion se
refiere a un procadimiento que comprende administrar a un paclente un
antagonista de IL-4R en una cantidad y durante un tlempo suficiente para
inducir una mejora sostenida sobre la medida inicial de un indicador que refieja
la gravedad del trastomo particular.

Los anticuerpos que inhiben la unién tanto de IL-4 como IL-13 a las
células se analizan en aeste documento. Un procedimiento para suprimir las
actividades inducidas por IL-4 e inducidas por IL-13 en seres humanos
comprende administrar una cantidad eficaz de dicho anticuerpo. Las afecciones
inducidas por IL-4 o por IL-13, o por ambas citoquinas, pueden tratarse de este

modo.

Como se entiende en el campo pertinente, los anticuerpos se
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administran a un sujeto de un modo apropiado para la indicacién. Los
anticuerpos pueden administrarse por cualquiera técnica adecuada, incluyendo,
aunque sin limitacién, via parenteral, toplca, o por inhalacion. Si se inyecta, el
anticuerpo puede administrarse, por ejemplo, por via intraarticular, Intravenosa,
intramuscular, intralesional, intraperitoneal o subcutanea, por inyeccién en
embolada, o infusién continua. Se contempia la administracién localizada, por
ejemplo, en un siio de enfermedad o lesibn, como es el suministro
transdérmico y liberacion sostenida desde implantes. El suministro por
inhalacidn incluye, por ejemplo, inhalacién nasal u oral, uso de un nebulizador,
inhalacién del antagonista en forma de aerosol, y similares. Otras altemativas
incluyen gotas oculares; preparaciones orales que incluyen plidoras, jarabes,
grageas o chicle; y preparaciones topicas tales como lociones, geles,
pulverizaciones, y pomadas.

El uso de anticuerpos anti-IL-4R en procedimientos ex vivo también se
contempia. Por ejemplo, puede ponersa en contacto la sangre de un paciente u
ofro fluido corporal con un anticuerpo que se une a IL-4R ex vivo. El anticuerpo
puede unirse a una matriz insoluble adecuada o material de soporte sdlido.

De manera ventajosa, los anticuerpos se administran en forma de una
composicion que comprende al menos un anticuerpo anti -IL4R y uno o mas
componentes adicionales tales como un vehiculo, excipiente o diluyente
fisioldgicamente aceptable. La presente invenclén proporciona dichas
composiciones que comprenden una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-IL-
4R, para su uso en los procedimientos proporcionados en este documento.

Las composiciones contienen anticuerpo o anticuerpos anti-IL-4R en, por

ejemplo, cualquiera de las formas descritas en este documento. E! anticuerpo
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puede ser un anticuerpo completo o un fragmento de unién a antigeno o un
derivado modificado del mismo, por ejemplo.

Las composiciones pueden, por ejemplo, comprender un anticuerpo
junto con un tampén, antioxidante tal como &cido ascérbico, polipéptido de bajo
paso molecular (tal como los que tienen menos de 10 aminoécidos), proteina,
aminoéicido, carbohidrato tal como glucosa, sacarosa o dextrinas, agenies
quelantes tales como EDTA, glutation, y otros estabilizadores y excipientes. En
la solucién salina tamponada neutra o solucién salina mezciada con albumina
de suero no especifico son ejemplos de diluyentes apropiados. De acuerdo con
las normas industriales apropiadas, pueden afiadirse conservantes tales como
alcohol bencllico. La composicion puede farmularse en forma de un liofilizado
usando soluciones excipienies apropiadas (por ejemplo, sacarosa) como
diluyentes. Los componentes adecuados son no téxicos para los receptores a
las dosificaciones y concentraciones empleados. Ejemplos adicionales de
componentes que pueden emplearse en formulaclones farmacéuticas se
presentan en Remington’s Pharmacettical Sciences, 16° Ed., Mack Publishing
Company, Easton, PA, 1880.

Los kits para su uso por médicos incluyen un anticuerpo anti-IL-4R y una
etiqueta u ofra instruccidn para su uso en el tratamiento de cualquiera de las
afecciones anallzadas en este documento. El kit incluye preferiblemente una
preparacién estéril de uno o més dnticuerpos anti-IL-4R, que puede estar en
forma de una composicién como se ha descrito en este documento, y puede
estar en uno o mds viales.

Las dosificaciones y la frecuancia de administracién pueden varlar de

acuerdo con factores tales como la via de administracién, el anticuerpo
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particular empleado, la naturaleza y gravedad de la enfermedad a tratar, si la
afeccion es aguda o cronica, y el tamafio y condicion general de sujeto. Las
dosificaciones apropiadas pueden determinarse por procedimientos conacidos
en la técnica pertinente, por ejemplo, en ensayos cllnicos que pueden implicar
estudios de aumento de dosis.

Puede administrarse un anticuerpo, por ejemplo, una vez 0 mas de una
vez, por ejemplo, a intervalos regulares durante un periodo de tiempo. En
realizaciones particulares, el anticuerpo se administra durante un per.lodo de al
menos un mes o méas, por ejemplo, durante uno, dos, o tres meses o incluso
indefinidaments. Para tratar afecclones cronicas, generaimente es méas eficaz
un tratamiento de larga duracién. Sin embargo, para tratar afecciones agudas,
la administracion durante periodos mas cortos, por ejemplo, de una a seis
semanas, puede ser suficiente. En general, el anticuerpo se administra hasta
que el paciente manifiesta un grado médicamente relevante de mejora sobre la
medida inicial para el indicador o indicadores elegidos.

Las reallzaciones particulares de la presente Invencidn implican
administrar un anticuerpo a una dosificacién de aproximadamente 1 ng de
anticuerpo por kg de peso del sujeto por dia ("1ng/kg/dia") a aproximadamente
10 mg/kg/dfa, mds preferiblemente de aproximadamente 500 ng/kg/dia a
aproximadamentes 5 mg/kg/dia, y mucho méas preferiblemente de
aproximadamente 5 pg/kg/dia a aproximadamente 2 mg/kg/dia, a un sujeto. En
realizaciones adicionales, se administra un anticuerpo a adultos una vez por
semana, dos veces por semana, o fres 0 més veces por semana, para tratar
una enfermedad, afeccién o trastomo mediado por IL-4 y/o IL-13, por ejemplo,

un trastomo médico descrito en este documento. Sl se inyects, la cantidad
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eficaz de anticuerpo por dosis para adultos puede variar de 1-20 mg/m?, y
preferiblemente es de aproximadamente 5-12 mg/m?. Como alternativa, puede
administrarse una dosis fija; la cantidad puede variar de 5-100 mg/dosis. El
intervalo para una dosls fija es de aproximadaments 20-30 mg por dosis. En
una realizacién de la invencién, una dosls fija de 25 mg/dosis se administra de
manera repetida por inyeccion. Si se usa una via de administracién distinta a
inyeccldn, la dosis se ajusta de manera apropiada de acuerdo con las préicticas
médicas convencionales. Un ejemplo de un régimen terapéutico implica
inyectar una dosis de aproximadamente 20-30 mg de anticuerpo anti-IL-4R de
una a tres veces por semana durante un periodo de al menos tres semanas,
aunque puede ser nacesario un tratamiento durante perlodos méas largos para
inducir el grado deseado de mejora. Para sujetos pediétricos (edad de 4-17), un
régimen adecuado ejemplar implica la inyecclén subcutdnea de 0,4 mg/kg,
hasta una dosis maxima de 25 mg de anticuerpo administrado dos o tres veces
por semana.

Las realizaciones particulares de los procedimientos proporcionados en
este documento implican inyeccién subcuténea de 05 mg a 10 mg,
preferiblemente de 3 a 5 mg, de un anticuerpo anti-IL-4R, una vez o dos veces
por semana. Otra realizacion se refiere a la administracién puimonar (por
ejemplo, por nebulizador) de 3 0 més mg de anticuerpo una vez a la semana.

Los ejemplos de regimenes terapéuticos proporcionados en este
documento comprenden inyeccién subcutédnea de un anticuerpo anti-IL4R una
vez a la semana, a una dosis de 1,5 a 3 mg, para tratar asma, sarcoidosis
pulmonar, nefrosis de cambio minimo, uveltis autoinmune, crisls de células

falciformes, sindrome se Churg-Strauss, sindrome de Sjogren, sindrome
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estfago de Barelt, enfermedad de Grave, enfermedad de Kawasaki, y
tuberculosis cavitaria. La administracibn semanal de anticuarpo anti-IL4R se
continda hasta que se consigue un resultado .deseado. por ejemplo, la cura de
los sintomas del sujeto. El tratamiento puede reanudarse segin sea necesario
0, como altermativa, pueden administrarse dosis de mantenimiento.

En otra reallzacion, se administra un anticuerpo al suleto en una
cantidad y durante un tiempo suficiente para inducir una mejora,
preferiblemente una mejora sostenida, en al menos un indicador que refleja la
gravedad del trastorno que se esta tratando. Pueden evaluarse diversos
indicadores que reflejan el grado de la dolencia, enfermedad o afeccién del
sujeto para determinar si la cantidad y tiempo de tratamiento son suficientes.
Dichos indicadores incluyen, por ejemplo, indicadores reconocidos clinicamente
de gravedad de la enfermedad, sintomas, 0 manifestaciones del trastorno en
cuestion. En la mayoria de los casos, se considera que una mejora esta
sostenida si el sujeto muestra la mejora en al menos dos ocasiones separadas
por dos a cuatro semanas. Ei grado de mejora generaimente se determina por
un médico, que hace esta determinacién en base a los signos y sintomas, y
que también puede amplear cuestionarlos que se administran al sujeto, tales
como cuestionarios de calidad de vida desarrollados para una enfermedad
dada.

Como sjemplo, en el tratamiento de hiperplasia de prostata benigna, se
administra un anticuerpo antl-IL-4R al sujeto en una cantidad y durante un
tiempo eficaz para la regresién de la cicatriz o curacién completa. Pueden

darse dosis de mantenimiento o reanudarse el tratamiento segin sea
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necesarlo.

Los niveles elevados de IL-4 se asocian con varios frastornos, como se
ha analizado anteriorments. Los sujetos con un trastomo dado pueden
explorarse, para identificar aquellos individuos que tienen niveles de IL-4
elevados, o para Identificar aquellos con una respuesta inmune de tipo TH2
elevada, identificando de este modo a los sujetos que pueden beneficiarse mas
del tratamlento con un anticuerpo anti-IL-<4R. Por tanto, los procedimientos de
tratamiento proporcionados en este documento comprenden opclonalmente
una primera etapa para medir el nivel de IL-4 de un sujeto. Puede administrarse
un anticuerpo anti-IL4R a un sujeto en el que los niveles de IL4 estan
elavados por encima de lo normal, Alternativa o adicionalmente, puede pre-
explorarse un sujeto para determinar si el sujeto tiene una respuesta inmune de
tipo TH2 elevada, antes de la administracién del anticuerpo o anticuerpos y/o
antagonista o antagonistas contra una o mas citoquinas de tipo TH2,

Los niveles de IL4 de un sujeto (y, opcionalmente, de otras citoquinas
de tipo TH2) pueden controlarse durante y/o después del tratamiento con un
anticuerpo anti-IL4R, para detectar la reduccidn en los niveles de las
citoquinas. Para aigunos trastomos, la incidencia de niveles elevados de IL-4, y
ol equilibrio entre las respuestas inmunes de tipo TH1 y de tipo TH2, pueds
variar de acuerdo con factores tales como la fase de la enfermedad o ia forma
particular de la enfermedad. Pueden emplearse técnicas conocidas para medir
los niveles de IL-4, por ejemplo, en el suero de un sujeto, y para evaluar las
respuestas inmunes de tipo TH2. Los niveles de cltoquinas en muestras de
sangre pueden medirse por ELISA, o por una ensayo de citoquinas combinado

LUMINEXA™ (Luminex Corporation, Austin, TX) o DELFIA® (PerkinElmer
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LifeSciences, Wallac Oy., Turku, Finlandia), por ejemplo.

Las reallzaciones particulares de procedimientos y composiciones de ia
invencién implican el uso de un anticuerpo anti-IL-<4R y uno o mas antagonistas
de IL-4R adicionales, por sjemplo, dos o més anticuerpos o derivados de
anticuerpo de la Invencién, o un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la
invencién y uno o més antagonisitas de IL-4R diferentes. En reallizaciones
adicionales, se administran anticuerpos antl-IL-4R solos 0 en combinacién con
otros agentes (tiles para el tratamiento de la afeccién que padece el pacients.
Los ejemplos de dichos agentes incluyen farmacos tanto proteicos como no
proteicos. Cuando se coadministran muitiples agentes terapéuticos, las
daslficaciones se pueden ajustar de acuerdo a ello, como se reconoce en la
técnica pertinente. La "coadministracién” y terapia de combinacién no se limitan
a la administracién simultanea, sino que incluyen regimenes de tratamiento an
los que se administra un anticuerpo contra IL-4R al menos una vez durante un
transcurso de tratamiento que implica administrar al menos un agente
terapéutico diferente al pacients.

Los ejemplos de ofros agentes que pueden coadministrarse con
anticuerpos contra IL4R son anticuerpos, citoquinas, o receptores de
cltoquinas diferentes, que se eligen de acuerdo con la afecclion particular a
tratar. Como altenativa, los f&rmacos no proteicos que son (Utiles en el
tratamiento de una de las afecciones particulares anallzadas anteriormente se
pueden coadministrar con un antagonista de IL-4R.

Para tratar afecclones mediadas por IgE, se puede coadministrar un
anticuerpo anti-IL-4R con un antagonista de IgE. Un ejemplo es una anticuerpo
anti-IgE, por ejemplo, XOLAIR® (Genentech, South San Francisco, CA). Los

| T bl e T
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anticuerpos monoclonales anti-igE humanizados se describen en, por ejemplo,
Presta y coi., 1993, J. immunol. 151: 2623-32 y Adelroth y col., 2000, J. Allergy
Clin. Immunol. 106: 253-59.

Los anticuerpos antl-IL-4R se pueden coadministrar con una antagonista
de IL-5, que puede ser una molécula que impide la unién de IL-5 a un receptor
de IL-5, tal como un anticuerpo anti-IL-5R o enti-iL-5 (por ejemplo, un
anticuerpo monocional anti-IL-5 o anti-IL-SR humano o humanizado), o un
raceptor tal como un polipéptido del receptor de IL-6 humano soluble. Se ha
implicado IL-6 como que juega un papel en la mediacién de las respuestas
alérgicas. Por tanto, la administraciébn de un antagonista o antagonista de IL-4R
e IL-5 se contempla para el tratamiento de reacciones alérgicas, incluyendo,
aunque sin limitacién, asma alérgica.

Los ejemplos adicionales de agentes que pueden usarse junto con
anticuerpos contra IL-4R incluyen anticuerpos anti-IL-4, muteinas de IL-4,
derivados de unidn a iL-4 de IL4R (como se describe en, por ajemplo, las
Patentes de Estados Unidos 5.840.869; 5.598.905, 5.856.296, 5.767.085,
5.717.072, 6.391.581, 8.548.855, 6.472.179, y 5.844.089), derivados de unién a
IL-13 de IL-13, derivados quiméricos de unién a IL-4 y/o IL-13 de IL4R e IL-
13R, mutelnas de IL-13, y antagonisias de CD23 (por ejemplo, anticuerpos
ant-CD23 tales como IDEC-152™ (IDEC Pharmaceuticals, San Diego, CA),
Fosfodiesterasa 4 (por ejemplo, ROFLUMILAST®, Byk Gulden
Pharmaceuticals, Konstanz, Alsamania), integrinas (por ejemplo, R411™, Roche,
Nutley, NJ), TIM, Gob5, STATS, y leucotriencs.

Para tratar el asma, puede coadministrarse un anticuerpo contra IL<4R

con otras medicaciones anti-asmaticas, tales como corticoesteroides inhalados,
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agonistas beta, antagonistas de leucotrienos, xantinas, fluticasona, salmeterol,
atbuterol, agentes no esteroideos tales como cromolina, y similares. Los
anticuerpos contra IL-4R se pueden coadministrar con otras medicaciones anti-
alérgicas para fratar reacciones alérgices.

Una realizacién de la presente invencion se refiere a la coadministracion
de un anficuerpo o derivado de anticuerpo de la invencion y fluticasona yfo
salmeterol para tratar un trastomo tal como asma. Las composiciones que
comprenden un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencién,
fluticasona, y salmeterol se proporcionan en este documento. ADVAIR
DISKUS® (GlaxoSmithKline, Research Triangle Park, NC) comprende
propionato de fluticasona y xinafoato de saimeterol. ADVAIR DISKUS® y el
anticuerpo o derivado de anticuerpo pueden suministrarse por cualquier via de
administracién eficaz para el tratamiento o pravencién de una enfermedad,
trastomo, lesién, o afeccidon particular por ejemplo, por inhalacién para el
tratamiento de asma.

Otro ejemplo de terapla de combinacién comprende la coadministracién
de un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencién y un antagonista de
IL-9 a un paciente que iene asma. Pueda emplearse cualquier antagonista de
IL-8 adecuado, tal como un receptor de IL-9 (por ejemplo, una forma soluble del
mismo), un anticuerpo que impide la unién de IL-9 a un receptor de superficie
celular (por ejemplo, un anticuerpo que se une a IL-9 o a un polipéptido del
receptor de IL-8), u otro compuesto que inhibe la actividad biol6gica inducida
por IL-S. Los recepiores de IL-9 incluyen los descritos en el documento WO
93/18047 y las Patentes de Estados Unidos 5.789.237 y 5.962.269, que se

incorporan por ia presente como referencia en este documento.
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En una realizacion adicional de terapia de combinacién, un
procedimiento para e} tratamiento de colitis ulcerosa comprende la
coadministracién de un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencion y al
menos un antagonista de IL-1. Los ejemplos de antagonistas de IL-1 incluyen el
receptor de IL-1 de tipo |, el receptor de IL-1 de tipo Il, antagonista del receptor
de iL-1 (IL-1Ra), anticuerpos antagonistas (de bloqueo) dirigidos contra IL-1, y
anticuerpos antagonistas dirigidos contra un receptor de IL-1. Pueden
emplearse diversas formas de los receptores, tales como fragmentos, varlantes
y fusiones, por ejemplo, una forma soluble del receptor de IL-1 de tipo Il, por
ejemplo, como se describe en la Patente de Estados Unidos 5.350.683,
incorporada por la presente coma referencia en este documento.

Un procedimiento de la presente invencién comprende coadministrar un
anticuerpo o derivado de anticuerpo de la presente invencién, solo o en
combinacidn con un antagonista o antagonistas de IL-13, a un paciente que
tiene nefrosis de camblo minimo, por ejemplo, para raducir la gravedad de la
enfermedad.

Otro procedimiento proporcionado en este documento es un
procedimiento para tratar diversas afecclones inflamatorias alérgicas, que
comprende coadministrar un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la
invencién y un antagonista o antagonistas del IL-13. Las afecciones tales como
asma, alergias, y enfermedades pulmonares crénicas tales como fibrosis
quistica y enfermedad pulmonar obstructiva cronica se tratan por dicho
procedimiento.

Cualquler antagonista de [L-13 adecuado puede emplearse, incluyendo
aunque sin limitacién receptores de IL-13 (preferiblemente formas solubles del
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mismo), antagonistas del receptor de IL-13, anticuerpos dirigidos contra IL-13 0
un IL-13R, ofras proteinas que impiden la unién de IL-13 a un IL-13R, y
campuestos que inhiben la transduccién de sefiales mediada por IL-13. Los
receptores de IL-13 y heterodimeros que comprenden polipéptidos de IL-13R
como componentes del mismo se han descrito anteriormente. Los anticuerpos
que surgen contra IL-4R pueden explorarse para la capacidad de funclonar
también como antagonistas de IL-13, como se ha analizado anteriormente.

Un procedimiento para tratar o prevenir una afeccién caracterizada por
la funcidn de la bamera epitelial reducida comprende coadministrar un
anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencidn y uno o0 mas antagonistas
de IL-13. Dichas afecclones se han analizado anteriormente. En una
realizacién, la afeccidn es asma. Reallzaciones particulares se refleren a la
coadministracién de uno o mas anticuerpos o derivados de anticuerpo de la
invencién y uno o mas antagonistas de IL-13 a un paciente gue tiene una
afeccion que implica la reduccion de la funcion de la barrera apitalial pulmonar
o funcidn de la barrera epitelial intestinal, donde tanto IL-4 como IL-13 juegan
un papel en la funcién de la barrera reducida. El efecto adverso de IL-13 en la
funcion de la barrera epitelial pulmonar e intestinal puede confirmarse usando
técnicas de ensayo tales como las descritas en el Ejemplo 3. Véase también,
Zund y col., 18986, J. Blol. Chem. 271: 7460-64.

Otro procedimiento proporcionado en este documento comprende
coadministrar un anticuerpo o dervado de anticuerpo de la Invencién e
interferdn-y (IFN-y) a un paciente que tiene una afeccién que implica la
reduccién de la funcién de la barrera epitelial puimonar. Opcionalmente, dicho

procedimiento comprende adicionalmente coadministar uno o© més
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antagonistas de IL-13 al paciente (es decir, coadministrar un anficuerpo
derivado de anticuerpo de la invencion, IFN-y, y un antagonista de IL-13). En
una realizacidn, el paciente tiene asma. El anticuerpo o derivado de anticuerpo
de la invencién, IFNy, y/o antagonistas de IL-13 pueden administrarse por
5 cualquier procedimiento de suministro eficaz para tratar o prevenir una
enfermedad, trastomo, afeccion, o lesion particular, por ejemplo, para tratar

asma, por Inhalacion o inyecclon.

Un procedimiento proporcionado en este documento para tratar asma
comprende administrar un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencion
10 e Interferén-y a un ser humano que tlene asma. Otro procedimiento para tratar
asma comprende coadministrar un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la
invencién, IFN-y, y un antagonista de IL-13 a un ser humano que ti.ene asma.

En una realizacion, se coadministra IFN-y a un asmatico, junto con un
anticuerpo que funciona como antagonista tanto de IL-4 como de IL-13. Los

15 ejemplos de dichos anticuerpos se describen en otra parte en aste documento.
Un anticuerpo (inico o derivado de anticuerpo de la invencién puede

funcionar como antagonista de IL-4 y antagonista de IL-13, como se ha
analizado anteriormente. Como ejemplo de dicho agents, algunos anticuerpos
surgidos contra IL-4Ra pueden impedir la unién de complejos receptores tanto

20 de IL-4 como de IL-13, debido al componente compartido IL-<4Ra en dichos
complejos receptores de miuiltiples subunidades (analizada anteriorments). Por
tanto, un anticuerpo Unico o derivado de anticuerpo de la invencién puede
emplearse en un procedimiento para inhibir 1a reduccién de la funcién de la

bamera.

25 Un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencibn puede
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coadministrarse con uno o més antagonistas del receptor de leucotrienos para
tratar trastomos tales como enfermedades inflamatorias alérgicas, por ejemplo,
asma y alergias. Los ejemplos de antagonistas del receptor de leucotrienos
incluyen, aunque sin limitacién, montelukast (por ejemplo, SINGULAIR®, Merck
& Co., Whitehouse, NJ), pranlukast (por sejemplo, ONON®, Ono
Pharmaceuticals, Osaka, Japon), y zafifukast (por ejemplo, ACCOLATE®,
AstraZenaca, Wlimington, DE). Los farmacos que funclonan como inhibidores
de 5ipoxigenasa pueden coadministrarse con un antagonista de IL-4R para
tratar el asma.

Los procedimientos proporcionados en este documento comprenden
administrar un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencién y uno o méas
de lo siguiente a pacientes con sindrome de Churg-Strauss: antagonista o
antagonistas de IL-4R, antagonisia o antagonistas del IL-5, antagonista o
antagonistas de IL-13 y antagonista o antagonistas de IgE. Un ejemplo de
dicho procedimiento implica coadministrar un anticuerpo o derivado de
anticuerpo de la Invencién y un antagonista o antagonistas de IL-6 a un
paciente con sindrome de Churg-Strauss. En otra realizacién, un anticuerpo o
derivado de anticuerpo de la invencion y un antagonistas o antagonistas de IgE
s8 coadministran al paciente. En otra realizacién mas, se coadministra al
paciente un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencién y un
antagonista o antagonistas de IL-13.

La hormona relaxina se puede coadministrar con un anticuerpo o
derivado de anticuerpo de la invencion para tratar esclerodermia (esclerosis
sistémica), fibrosis pulmonar idiopatica, y cualquier otra trastomo caracterizado

por fibrosis puimonar, tal como las afecciones que implican fibrosis del pulmén
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que se han analizado anteriormente. La relaxina humana recombinante se
prefiere para su uso en el tratamiento de seres humanos.

Un procedimiento para tratar hiperplasia de préstata benigna comprande
coadministrar un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la Invencién y uno o
mas agentes anti-inflamatorios adicionales. Los ejemplos de agentes que
inhiben la inflamacién incluyen antagonistas del factor de necrosis tumoral
(TNF) y antagonistas de IL-17.

Puede emplearse cualquier antagonista de IL-17 adecuado, incluyendo,
aunque sin limitacién, un receptor de IL-17 (por ejemplo, formas solubles del
mismo), antagonistas del receptor de IL-17, anticuerpos dirigidos contra IL-17 o
un receptor de IL-17, otras protelnas que impiden la unién de IL-17 a un
receptor de IL-17, y compuestos que inhiben la transduccién de seflales
mediada por IL-17. Un receptor de IL-17, incluyendo formas solubles del mismo
y oligbmeros del mismo, se describe en el documento WO 96/29408,
incorporado por la presente como referencia. Un procedimiento altemativo
proporcionado en este documento comprende administrar un antagonista de IL-
17 para tratar un paciente con hiperplasia de préstata benigna.

Del mismo modo, puede emplearse cualquier antagonista de TNF
adecuado, incluyendo, aunque sin limitacion, un receptor de TNF
(preferiblemente formas solubles del mismo), proteinas de fusién que
comprenden un receptor de TNF (o que comprenden la parte de unién a TNF
de un receptor de TNF), antagonistas del receptor de TNF, anticuerpos
dirigidos contra TNF o un receptor de TNF, ofras protefnas que impiden la
unién de TNF a un receptor de TNF, y compuestos que inhiben la transduccién

de sefiales mediada por TNF. Los ejemplos adicionales de inhibidores de TNF
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son los farmacos talidomida y pentoxifilina. Preferiblemente se emplea la
proteina receptora de TNF conocida como p75 o pB0 de TNF-R. El antagonista
de TNF preferido es un receptor de TNF humano soluble (sTNF-R) en forma
dimérica, tal como dimeros de protelnas de fusidn de TNF-R/Fc. Uno de dichos
dimeros es etanercept (ENBREL®, Immunex Corporation, Seattle, WA). El
p75/p80 TNF-R, que incluye fragmentos solubles y otras formas del mismo, se
describe en el documento WO 91/03553, incorporado por la presente como
referencia en este documento.

Por consiguiente, en una realizaclén de la presente invencién, un
anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencidén se coadministra con un
antagonista de TNF para tratar cualquier afeccidn en la que las respuestas
inmunes mediadas por IL-4R e inducidas por TNF no deseables juegan un
papel, tal como inflamaclén. Un procedimiento proporcionado en este
documento comprende coadministrar un anticuerpo o derivado de anticuerpo
de la invencién y un antagonista de TNF a un paciente con enfermedad
inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, o colitis ulcerosa. Otras
realizaciones se refieren a un procedimiento que comprende coadministrar un
anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencién y un antagonista de TNF a
un paciente que tiene enfermedad de Kawasaki, anemia hemolitica
autoinmune, uveorretinits autoinmune, sindrome linfoproliferativo autoinmune,
sindrome de Sjogren, sindrome de fatiga crénica, o hepatotoxicidad inducida
por un farmaco tal como diciofenaco.

Otro procedimiento proporcionado en este documento comprends
coadministrar un anticuerpo derivado de anticuerpo de la invencién y un

antagonista de TNF a una mujer embarazada que ha desamollado
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preeclampsia. En una realizacién, la administracién del anticuerpo o derivado
de anticuerpo de la invencién y el antagonista de TNF continGa mientras dure el
embarazo.

Las dosificaclones adecuadas de etanercept variaran de acuerdo con la
naturaleza de la enfermedad a tratar, gravedad de la enfermedad, el tamafio
del paciente, (por ejemplo, adulto o nifio), y otros factores, como se reconoce
en el campo pertinente. En una realizacibn de los procedimientos
proporcionados en este documento, se administra ENBREL® dos veces a la
semana por inyecclon subcutanea a una dosis de 1 a 25 mg. Una reallzaciéon
de una dosificaclon pediétrica es 0,4 mg/kg. Los procedimientos particulares
proporcionados en este documento comprenden la coadministracién de un
anticuerpo o derivado de anticuerpo de la Invencién y ENBREL® a un pacients
que tiene sindrome linfoproliferativo autolnmune o sindrome de Sjogren, donde
se da ENBREL® por inysccién subcuténea a una dosis de 1 a 25 mg.

Para tratar la enfermedad de injerto contra huésped (*GVHD"), se
coadministra un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencién con al
menos uno de los siguientes agentes: un antagonista de TNF, un antagonista
de IL-1, estervides, o corticoesteroides. En una realizaclén, el inhibidor de TNF
es ENBREL®. En otra reallzacion, el antagonista de IL-1 es una forma soluble
del receptor de 1L-1 de tipo 11, por sjemplo, como se describe en la Patente de
Estados Unidos 5.350.883. En otra realizacién, la GVHD esth asoclada con
{por ejemplo, se desamuila después de) transplante de médula 6sea. Puede
emplearse un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencién en
combinacién con al menos uno de los agentes enumerados anteriormente, en

procedimientos para suprimir una respuesta inmune dirigida contra células,
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Se describen varios antagonistas de cltoquinas y otros agentes/farmacos
en este documento como Utiles para terapla de combinaciéon (por ejemplo,
coadministracion con un anticuerpo o derivado de anticuerpo de la invencién)
para fratar enfermedades particulares. Se entiende que dichos antagonistas,
agentes o farmacos también encuentran uso como agentes uUnicos en el
tratamiento de esas enfermedades. Tamblén se entiende que la descripcion de
los procedimientos que implican la administraclén de un antagonista para una
citoquina particular, para tratar una enfermedad, incluye la administracién de un
tipo de antagonista, y también incluye la administracion de dos o mas
antagonistas diferentes péra esa citoquina, salvo que se especifique otra cosa.
EJEMPLO 1: Preparaclon de Anticuerpos Monoclonales

Este ejemplo demuestra un procedimiento para preparar anticuerpos
monocionales que reconocen el receptor de IL-4 humano.

Los polipéptidos del receptor de L4 pueden emplearse como
inmundgenos para generar anticuerpos monocionales por técnicas
convencionales, por ejemplo, técnicas descritas en la Patente de Estados
Unidos 5.589.905, incorporada por la presente como referencia en su totalidad.
Se reconoce que ios polipéptidos en diversas formas puedsn emplearse como
inmunégenos, por ejemplo, proteinas de longitud completa, fragmentos de las
mismas, proteinas de fusion de las mismas tales como funciones Fc, células
que expresan la protelna recombinante en la superficie celular, etc.

Para resumir un ejemplo de dicho procedimiento, se inyecta un
inmunégeno IL-4R emulsionado en adyuvante completo de Freund por via

subcutdnea en ratas Lewis, en cantidades que varian de 10-100 pl. Tres
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semanas después, los animales inmunizados se refuerzan con Inmunégeno
adicional emulsionado en adyuvante incompleto de Freund y se refuerzan cada
tres semanas después de ello. Se toman periédicamente muestras de suero
por extraccién de sangre retro-orbital o escision de la punta de la cola para
ensayar por ensayo dot-blot, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas), o inhibicion de ia unin de '*|-iL4 a extractos de células que
expresan [L-4R. Después de la deteccién de un titulo de anticuerpo apropiado,
a los animales positivos se les da una inyeccién intravenosa final de antigeno
en solucién salina. De tres a cuatro dlas después, se sacrifican los animales, se
recolectan los esplenocitos, y se fusionan a la linea celular de mieloma murino
AG8653. Las lineas celulares de hibridoma resultantes se slembran en placas
de microtitulacién mditiples en un medio selectivo HAT (hilpoxantina,
aminopterina, y timidina) para inhibir la proliferacién de células no fusionadas,
hibridos de mieloma, e hibridos de células esplénicas.

Los clones de hibridoma generados de este modo se exploran para la
reactividad con IL-4R. La exploracién inicial de los sobrenadante de hibridoma
utiliza captura de anticuerpo y unién al receptor de '®)-IL-4 parciaimente
purificado. Los hibridomas que son positivos en este prooedlm.iento de
exploracién se ensayan por una captura de anticuerpo modificado para detectar
lineas celulares de hibridoma que producen anticterpo de bloqueo. Los
hibridomas que secretan anticuerpo monoclonal capaz de inhibir la unién de
21.IL4 a células que expresan IL-4R se detectan de este modo. Dichos
hibridomas después se inyectan en las cavidades peritoneales de ratones
desnudos para producir fluido ascltico que contiene altas concentraciones (>1

mg/mi) de anticuerpo monaclonal anti-IL4R. Los anticuerpos monoclonales
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resultante se pueden purificar por precipitacién con sulfato aménico seguido
por cromatografia de exclusion en gel, y/o cromatografla de afinidad en base a
la unién del anticuerpo a la proteina G.

Los procedimientos para generar anticuerpos humanos en ratones
transgénicos se han descrito y son bien conocidos en la técnica. Véase, por
ejemplo, Chen y col., 1983, Intemat. Immunol. 5: 647-56; Chen y col., 1893,
EMBO J. 12: 821-30; Choi y col., 1993, Nature Genetics 4: 117-23; Fishwild y
col., 1996, Nature Biotech. 14: 845-51; Harding y col., 1995, Annals New York
Acad. Sci.; Lonberg y col., 1994, Nature 368: 856-59; Lonberg, 1994, Handbook
Exper.l Pharmacol. 113: 48-101; Lonberg y col., 1995, Internal Rev. Immunol.
13: 85-93; Mormrison, S, 1994, Nature 368: 812-13; Neuberger, 1998, Nature
Biotech. 14:; 826; Taylor y col., 1892, Nuc. Acids Res. 20: 6287-95; Taylor y
col., 1994, Intemat. Immunol. 6: 579-91, Tomizuka y col., 1897, Nature
Genetics 16: 133-43; Tomizuka y col., 2000, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 97: 722-
27, Tuaillon y col., 1993, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 90: 3720-24; Tualllon y col.,
1884, J. Immunol. 152: 2812-20; Russel y col., 2000, Infection and Immunity
Abril 2000: 1820-26; Gallo y col., 2000, Eur. J. Immunol. 30: 534-40; Davis y
col., 1999, Cancer Metastasis Rev. 18: 421-25; Green, 1999, J. Immunol.
Methods 231: 11-23; Jakobovits, 1998, Advanced Drug Delivery Rev. 31: 33-42;
Green y col., 1998, J. Exp. Med. 188: 483-95; Jakobovits, 1998, Exp. Opin.
Invest. Drugs 7: 607-14; Tsuda y col., 1997, Genomics 42: 413-21; Mendez y
col., 1987, Nature Genetics 15: 146-56; Jakobovits, 1998, Welr's Handbook of
Experimental immunology, The Integrated Immune System Vol. IV, 194.1-
194.7; Mendez y col., 1995, Genomics 26: 294-307; Jakobovits, 1994, Current
Biol. 4: 761-83; Arbones, 1994, Immunity 1: 247-60; Green et. &/., 1994, Nature
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Genetics 7: 13-21; Jakobovits y col., 1993, Nature 362: 255-58; Jakabovits y
col., 1993, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 90: 2551-55.
EJEMPLO 2: Ensayo para Evaluar la Actividad de Bloqueo

Este ejlemplo demuestra un ensayo que puede usarse para identificar
anticuerpos que reducen la expresién dependiente de IL-4 y/o IL-13 de CD23.
El ensayo se basa en la capacidad tanto de IL-4 como de IL-13 de potenclar la
expresién del antigeno de superficie asociado con la activacidon CD23 en
células B humanas.

Los anticuerpos surgidos contra IL-4R humano (hulL4R) se ensayan en
forma de sobrenadantes de hibridoma o protelna purificada. Antes de la adiclién
a los cultivos, se intercambia el tampén de [os anticuerpos frente a medio de
cultivo (RPMI 1640 més suero bovino fetal inactivado por calor al 10%) por
centrifugacion, usando dispositivos de filtracidn Centricon (Amicon) con un
limite de 10kDa.

Las células B de sangre periférica humana se purifican como se ha
descrito previamente (Momis y col., 1899, J. Blol. Chem. 274: 418-23). Las
células B (3x10%pocillo) en medio de cultivo se colocan en placas de
microtitulacién de fondo redondo de 96 pocillos y se preincuban a tamperatura
ambiente durante 30 minutos con anticuerpos de ensayo a las concentraciones
finales indicadas. JL-4 o IL-13 humana recombinante después se aflade a los
cultivos a las concentraciones indicadas, y las células se cultivan durante 20-24
horas a 37°C en una atmésfera humidificada de CO; al 5%. Al final del periodo
de cultivo, las células se lavan una vez en PBS + NaN; al 0,02% en una placa
de cultivo de 96 pocillos y se resuspenden en tampén de bloqueo (suero de

canejo normal al 2% + suero de cabra normal al 1% en PBS + NaN;). Después
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se afiade anticuerpo monocional (mAb) contra CD23 conjugado con ficoeritrina
(PE) o mAb control de isotipo conjugado con PE (ambos de Pharmingen) a las
células a una dilucién final de 1:10. Las células se incuban durante 30 minutos
a 4°C, se lavan 3 veces en PBS + NaNj; y se analizan en un FacScan (Becton
Dickinson) para la expresién de CD23.

Las células cultivadas con medio de crecimiento de hibridoma o
anticuerpo anti-hiL-4R humano no bloqueante de isotipo coincldente se
incluyan como controles negativos. Se usa un mAb murino anti-hulL4R (MAB
230, R&D Systems, Minneapolis, MN), que ha demostrado previamente
bloquear la unién y funcién tanto de hiL-4 como hiL-13, como control paositivo
para la neutralizacién de [a induccién de CD23 por IL4 e IL-13.

EJEMPLO 3: Ensayos para Medir la Pérdida de la Funclén de la Barrera

Este ejemplo proporciona procedimientos para evaluar la capacidad de
un antagonista de IL-4 de inhibir el dafio Inducido por iL4 al tejido epitellal y
pérdida de la funcién de la barrera epiteliai.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para
usar un antagonista de IL.-4 para inhibir el dafio inducido por IL-4 al epitelio,
incluyendo, aunque sin limitacién, el epitelio pulmonar o el epitelio intestinal. El
dafio al epitelio puede provocar la pérdida de ia funcién de la barrera. A
continuacién se proporcionan ejemplos no limitantes de técnica que pueden
emplearse para evaluar la capacidad de un antagonista de IL-4 para inhibir el
dafio Inducido por IL4 al epitelio y la pérdida de la funcion de la barrera
epitelial.

Las células que pueden emplearse para preparar modelas in vitro de

epitelio (bareras epiteliales) son conocidas. Por ejemplo, las células epiteliales




LD o R,

10

15

20

25

141

de pulmén humano Calu-3 son adecuadas para su uso en estudios de la
funcién de ia barrera (Ahdieh y col., 2001, Am. J. Physlol. Cell Physiol. 281:
C2029-38). Otra linea celular adecuada es la linea celular de epitelio del
intestino humano denominada T84. Las células T84 se cultivan en condiciones
que provocan la formacién de una monocapa de células epitellales en un
soporte permeable, como se describe en Madara y col., 1985, J. Cell Biol., 101:
2124-33, Madara y col., 1989, J. Clin. Invest. 83; 724-27, y Youakim y col,
1999, Am. J. Physiol. 2768 (Gastrointest. Liver Physiol. 39): G1279-88. La
monaocapa epltelial generada de este modo simula la barrera epitelial intestinal.

Las monocapas cultivadas se ensayan para una propiedad (por ejempio,
resistencia al flujo de iones transepitelial pasivo) que puede distinguir un
epitelio intacto de un epitslio daflado. Uno de dichos ensayos determina si un
compuesto radiomarcado particular es capaz de cruzar una monocapa epitelial.
La filtracién del compuesto radiomarcado a través de la monocapa indica que ia
bamera es permeable en lugar de intacta. Por ejemplo, puede usarse el andlisis
de flujo de manitol para detectar el dafio epltelial evaluando el movimiento de
manitol radiomarcado (por ejemplo, *H manitol) & través de una monocapa
(Véase, Madara y Stafford, supra).

Otros eiomplﬁs de procedimientos para evaluar la condiclon de un
epitelio incluye procedimientos de formacién de imégenes (por ejemplo, los
analizados en Madara y Stafford, supra) y medidas de resistencia eléctrica
transepitelial (por ejemplo, las anallzadas en Youakim y Ahdieh, supra).

La Patente de Estados Unidos 6.033.688 (“la patente ‘688"), incorporada
en este documento como referencla en su totalidad, también dascribe

procedimientos que pueden empiearse en estudios de la permeabilidad de la
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berrera; véase, por elemplo, los Ejemplos 1 y 4 de la patente. Las células
epiteliales de traquea humana se cultivan en condiclones que producen una
monocapa que muestra resistencia eléctrica transepitelial. La resistencia
transepitelial (que indica una barrera intacta) se determina usando un
voltimetro. El efacto de una sustancia o tratamiento sobre la monocapa epitslial
se evalla exponiendo la monocapa a la sustancia o iratamiento, y después
midiendo las actividades de transporte de iones en camaras Ussing (columna
8, lineas 40-56). Pueden reallzarse procedimientos similares que usan
monocapas que se generan a partir de ofros tipos de células, por ejemplo,
células epiteliales bronquiales de un pacients con flbrosis quistica humano
(véase, la patente ‘688, sjemplo 4, columna 11).

Por tanto, la capacidad de una sustancia o tratamianto de inhibir la
reduccion inducida por IL-4 en la funcién de la barrera de una capa epitelial
puede evaluarse exponiendo la capa epitelial a IL-4 y a la sustancia o
tratamiento, ensayando la condicion de la capa epitelial, y comparando la
condicién de la capa epitelial con la condicién de una capa epitelial que se ha
expuesto a IL-4 en ausencia de la sustancia o condicién. Una mejora en la
condicién de la capa epitellal expuesta a la sustancia o tratamiento con relacién
a una capa epitellal no expuesta a la sustancia o tratamiento Indica que la
sustancia o tratamiento inhibe el dafio inducido por IL-4 al tejido epitelial y la
pérdida de la funcidn de la barrera epitelial.

En uno de dichos ensayos, una monocapa de células T84 sirvié como
modelo in vitro de una barrera epitelial intestinal, como se ha analizado
anteriormente. Se descubrié que [L-4 afiadido al lado basolateral de células

epitellales polarizadas reducia la funcidn de la barrera en un 70% en 48-72
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horas de tratamiento. Cuando se afiadla un polipéptido del receptor de IL-4
soluble que consia de! dominio extracelular al mismo tiempo que IL-4, la
reduccitn de la funcién de la barrera se evitd, y la barrera se mantuvo al mismo
nivel que las células no tratadas (control).

El procedimiento de ensayo también se realizd en una monocapa
obtenida de células epitelisles pulmonares, que sirvié como modelo in vifro de
una barrera epitelial pulmonar. Se descubri6 que IL-4 afadido al lado
basolateral de células epiteliales pulmonares polariZzadas reducia la funcién de
la barrera en un 50% en 48-72 horas de tratamiento. Cuando se afladié el
polipéptido del receptor del IL-4 al mismo tiempo que IL-4, la reduccién en ia
funcidn de la barrera se evitd, y la barrera se mantuvo al mismo nivel que las
células no tratadas (control).

EJEMPLO 4: Ensayos para Medir la Actlvidad de Unién

Este esjemplo proporciona procedimientos para evaluar la actividad de
unién de un anticuerpo anti-IL-4R.

Se radiomarca un anticuerpo anti-hulL-4R {0 una variante, derlvado, o
fragmento de! mismo), con ‘#®| usando un andlogo de cloramina-T en fase
sblida (IODOGEN®, Pierce, St. Louis, MO} u otra técnica de radiomarcaje
adecuada, para una actividad especifica de aproximadaments 3 x 10"
cpm/mmol. La pérdida de bloactividad se eval(la comparando la inhibicién de la
unién u otro ensayo de inhibicién bioldgica con la proteina no marcada
correspondiente. Como alterativa, puede medirse la inhibicién de la unién de
iL4 radiomarcada por e! anticuerpo anti-hulL-4R (o una varante o fragmento
del mismo). Los ensayos de unlon en equilibrio sobre células que expresan IL-

4R se realizan en bandejas de microtitulacion de 96 pocillos sustancialmente
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como se describe en Idzerda, y col., 1990, J. Exp. Med. 171: 3 861-73.
Brevements, se incuban diluciones en serie de protelna radiomarcada en
medio de unién (RPMI 1640, BSA al 2,5%, HEPES 20 mM, azida s&dica al
0,02%, pH 7,2}, suplementado con 0,5 mg/ml de IgG humana y suero humano
al 5%, con células (2,5 x 10%/pocillo) durante 2 horas a 4°C en un volumen total
de 150 pl. Las sondas radiomarcadas libres y unidas se separan por
microfugacién a través de una mezcla de separacién de fialato-aceite y se
cuentan ean un contador gamma. Los ensayos de inhibicidn usan proteina
radlomarcada a una concentracién contraste de 0,5 nM en presencla o
ausencia de inhibidores potenciales. La inhiblcién no especifica se determina
en presencia de un exceso de 100 veces de proteina no marcada. Las curvas
tedricas basadas en el modelo de inhibicion competitiva de un (nico sitio se
ajustan a los datos como se describe en Dower y col., 1984, J Immunol. 132:
751. El porcentaje de inhibicidn se calcula de acuerdo con la ecuacién (%) =
[100 Ki{i)[1+ Ka{L) + Ki(1)], en la que | es la concantracién molar de inhibidor, L
os la concentracién molar de proteina radiomarcada, y Ki y Ka son las
constantes de afinidad del inhibidor y la protelna, respectivamenta.

Las isotermas de unién e inhibicibn competitiva en equilibrio también
pueden determinarse en placas de microtitulacién de 96 pocillos revestidas con
IL-4R/Fc o una proteina Fc de control, capturada a través del anticuerpo
monocional de cabra anti-Fc humano {u otro anticuerpo anti-Fc humano
adecuado). Brevements, las placas se incuban con 5 microgramos/mi de
anticuerpo anti-Fc humano en PBS a 4°C, se lavan dos veces con PBS, y
después se incuban con IL-4R/Fc 0 una protsina Fc de control en PBS/Tween

20 al 0,01% durante aproximadamente 12 horas a 4°C y se lavan ofra vez dos
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veces con PBS. Las isotermas de unién en equilibrio usan diluciones en serie
de proteina de unién marcada con '] en medio de uni6n, y los ensayos de
inhibicién usan una constante de anticusrpo anti-huiL-<4R marcado con '*5| 0,5
nM en presencia o ausencia de Inhibidores competitivos potenciales no
marcados, como se ha descrito anteriormente. Después de 2 horas a 4°C, las
placas se lavan dos veces en PBS, y se libera la proteina unida
especificamente con citrato 50 mM (pH 3,0), o tratamiento con SDS, y se mide
el anticuerpo ant-hulL<4R marcado con '*| liberado en un contador gamma.
Los datos se procesan como se describe en Dower y col., supra.

La actividad de unién también se puede evaluar por resonancia de
plasmén superficial usando un biosensor BIACORE® (BlAcore International
AB, Uppsala, Suecia). Bravemente, se acopla de manera covalente anticuerpo
de cabra antl-lgG humana, especifico de la cadena gamma (u ofro anticuerpo
especifico de la cadena gamma adecuado; GHFC) a chips biosensores usando
un procedimiento y reactivos de acoplamiento de amina canvencionales de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se inyecta un anticuerpo anti-
hulL-4R o un anticuerpo de control sobre el GHFC, Inmovilizado, y se pasan
independientemente cantidades variadas de IL-4R sobre un chip revestido con
GHFC (control negativo) asl como un chip revestido con anticuerpo antl-hulL-
4R. La regeneracion del chip se consigue con un pulso de 10 microlitros de
acido fosférico 100 mM a 10 microlitros/minuto. Toda la unién se reallza en
HBS (HEPES 10 mM, NaCl 0,15 M, EDTA 34 mM, NaN; al 0,02 %,
tensioactivo P20 al 0,005 %, pH 7.4).

EJEMPLO 5: Anticuerpos de Unlén al Receptor de IL-4

Este ejemplo proporciona las secuencias de aminoécidos, y las
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secuencias de nucledtidos que las codifican, de los dominios variables de las
cadenas pesada y ligera de anticuerpos y derivados de anticuerpo que se unen
a hulL-4R.

Se alslé un anticuerpo IgG4 completamente humano que comprende la
region variable de cadena ligera de L1 y la regién variable de cadena pesada
de H1 como se describe en el Ejemplo B del documento WO 01/92340
{publicado el 6 de diciembre de 2001), incorporado en este documento como
referencia en su totalidad.

La regién variable de la cadena pesada H1 se aisié por clonacién de
ADNc de la linea celular de hibridloma que producla anticuerpo L1H1 por
reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR) usando los siguientes

oligonucledtidos como cebadores:

GTCAACGCOGCCACCATGAA (A/G) TT (G/T) GGACTAAGCTAG (BEC ID WN* 70)
Sal I

Degenerado; complementario a VH3030

CTTGACCAGGCAGCCCAGGGC (BEC ID N* 71)
Complementario a hulgG, 3° del sitio Apa I

El producto de amplificacién se insertd como un fragmento Sal /Apa | en
pGem-T easy (Promega, Madison, WI). Para mejorar la escisién, se reemplazé
la secuencia lider de H1 nativa con la secuencla Iider de VH3-30 (Matsuda y
col., 1883, Nature Genetics 3: B8-94),

Se usé mutagénesis basada en oligonucledtidos del dominio variable de
cadena pesada de H1 para crear las secuencias del dominio variable de
cadena pesada H2H14, mosirada en la Figura 3. Cada una de estas

secuencias del dominio variable de cadena pesada demostrd unirse, en

50 )
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combinacién con la secuencia del dominio variable de cadena ligara de L1, al
receptor alfa de IL-4 usando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA).

Se generaron genes variables de la cadena ligera humana virgenes por
PCR a partir de células B humanas y se usaron para construir una biblioteca
pénica de ADNc de la region variable. Estos se exploraron en combinacién con
la region variable de cadena pesada H1 para la unién al receptor de IL-4
humano. Las regiones variables de cadena ligera L2-L6 se Idernitificaron usando
este procedimiento. Sus sacuencias de nucledtidos y aminoécidos se muestran
en las Figuras 2 y 3, respectivamente, donde las regiones CDR de cada
cadena se indican en negrita y subrayadas en L1. Las regiones flanqueantes
(FR) también se indican.

Para clonar la regién constante kappa humana, se aisié el ARN a partir
de una linea celular de hibridoma murina que expresa una cadena ligera kappa
humana usando el RNeasy Mini Kit (Qlagen, Valancia, CA). El ARN se
transcriblé de manera inversa usarxio un Kit de Sintesis de ADNc de Primera
Cadena (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). El &cido nucleico de
la cadena ligera kappa humana se amplificd por PCR a partir del ADNc en

forma de un caseta Bsw I/Not | usando los cebadores:

ATCAAACGTALOCTGGCTGEACCATCTGTCTTCATC (SBC ID N* 73)
Baiw I

GTTTAMOCBCGGCCGOGGATCCTAACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCTTT (SEC ID N* 73)
Not I

Las regiones variables de cadena ligera L1 y L2 se unieron

indepandientements a la regidn constante de cadena figera kappa humana del
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siguiente modo: se subclonaron simultaneaments un fragmento de ADN Nhe
I/Bsi W que codifica la region variable de cadena ligera de L1 y el fragmento de
ADN Bsi WI/Not | que codifica la region constante kappa humana en un vector
de expresion de mamiferos pDC409 (descrito en Giri y col., 1994, EMBO J. 13:
2822-30 y Patente de Estados Unidos N° 6.642.358, incorporados en este
documento como referencia en su totalidad) usando una secuencia lider Vkiii,
La secuencia lider VKkIIl se construyé en forma de un casete Sal/ I/Nhe | por
amplificacién por PCR de Kozak (Kozak, 1989, J Cell Biol. 108: 229-41) y
secuenclas l(der Vkill A27 (Straubinger y col., 1988, J Mol Biol, 199; 23-34)

usando los siguientes oligonucleétidos como cebadores:

GTCAACGCCECCACCATGAAMACCCCAGOGCAGCTTCTCTICCTCCTACTACT CTQACTCCCAGA
Sal I

TACCGCTAGCGAAATTGTOTTAACGCAGTCTCCA (S8EC ID N* 74)

TGGAGACTGCAT CAACACAATTT COCTAGOGGTAT CTGGGAG CCAGAGTAGCAGGAGGAAGAOAAGCTCCGC
TGGGOTTTCCATGOTGGOOGCATCAAL (8EC ID N* 75)
Sal 1

Se remplazaron los Gltimos seis nucleétidos en el lider VKIIl A27 natural
con los nucledtidos que codifican un sitic Nhe |. Esto provocd cambios de
aminoécidos de treonina a glicina y alanina a serina, pero no afectd al sitio de
escision.

Cada region variable de cadena pesada H1, H4, y H14 se unié a una
region constante de IgG4 humana del siguiente modo: se insertaron de manera
simultanea un fragmento de ADN Sal I/Apa | que codifica Ia regién variable de
cadena pesada de H1 y un fragmento de ADN Apa |/Not | que codifica la reglén
constante de IgG4 humana (SEC ID N° 77) en el vector de expresiéon de

[ i e —— e ) ey
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mamiferos pDC409 digerido con Sal /Not | (descrito en Giri y col., 1994, EMBO
J. 13: 2822-30) usando una secuencia llder VH5a que se modificd en su

exiremo 3’ para que codificara un sitio Nhe I

ATGGGGTCAACCGCCATCCTTGGCCTCCTCCTGGCTETTCTCCAAGAAGTOGCTAGC
(SEC ID N* 7§) Nhe 1

Como resultado de este cambio, los dos Ultimos aminoécidos son
alanina y serina, mientras que los dos dltimos aminoacidos de VH5a de tipo
silvestre son cistelna y alanina. Se us6 mutagénesis dirigida de sitio sobre la
construccién que codifica H4-IgG4 para prepara construcciones gque
comprenden las regiones variables de cadena pesada H12 y H13. Las
secuencias de nucleétidos y aminodcidos de H1 y H14 se muestran en las
Figuras 2 y 3, respectivaments, donde las regiones CDR de cada cadena se
Indican en negrita y subrayas en H1. Las regiones flanqueantes (FR) también
se indican.

Los anticuerpos y/o derlvados de anticuerpo que comprenden las
combinaciones de dominios variables L1H1, L1H2, L1H3, L1H4, L1H5, L1H86,
L1H7, L1H8, L1H9, L1H10, L1H11, L2H1, L2H2, L2H3, L2H4, L2HS, L2H6,
L2H7, L2H8, L2H9, L2H10, L2H11, L2H12, L2H13, L2H14, L3H1, L4H1, L5H1,
y L6H1 se ensayaron usando un ensayo de unién bloquimico y/o el
procedimiento del Ejemplo 2 y se descubri6 que se unen al receptor de IL-4.
EJEMPLO 6: Especificidad de Especle y Secuencla de los Anticuerpos

Este elemplo proporciona un procedimiento para determinar Ia
espaecificidad de especie y secuencia de un anticuerpo que se une al receptor

de iL4.

Se puede usar un ensayo de separacién de células activadas por
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flucrescencia (FACS) para evaluar la especificidad de especie y/o secuencia de
un anticuerpo anti-receptor de IL-4. El dominio extracelular de! receptor de IL-4
comprende un dominio receptor de citoquinas (dominio 1) y un dominio de
fibronectina de tipo ill {dominio 1l) (Hage y col., 1999, Cell 97: 271-81). Las
construcciones que comprenden los dominios | y/o |l del receptor de IL-4, los
dominios | y/o i del receptor de IL-4 murino, combinaciones de los dominios 1 y
Il del receptor de IL-4 humano y murino, o fragmentos de los dominios | y/o It
del receptor de IL-4 humano o murino se expresan como fusiones en fase de
lectura C terminales con avidina de pollo. (Las secuencias del receptor de IL-4
murino se proporcionan en, por ejemplo, Schulte y col., 1997, J. Exp. Med. 186:
1419-29, Wrighton y cal., 1992, Growth Factors 6. 103-18, Harada y cal., 1990,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87: 857-61, Mosley y cal., 1989, Cell 59: 335-48.)
Los vectores de expresién de protelnas de fusién se transfectan de manera
transitoria individuaimente en células 293T. Los medios condicionados se usan
como fuente de protainas de fuslén sin purificaclén. La marca de avidina de la
construccion del receptor de IL-4 se captura de la solucién por perlas
revestidas con biotina. Se usa un anticuerpo anti-avidina marcado con FITC
para detectar la parte de avidina de la construccién de fusién. Se incuba un
anticuempo anti-receptor de IL-4 con la construccion de receptor de IL4
capturado por biotina. Se usa F(ab'), de ratén anti-igG humana marcado con
FITC como anticuerpo secundario para la deteccién. La mezcla de perlas-
anticuerpo se somete a andlisis FACS en un Beclon Dickinson Biosclence
FACScan (BD, Franklin Lakes, NJ).

Usando el procedimiento anterior, se descubrié que varios anticuerpos

anti-receptor de IL-4 descritos en este documento se unen bien a una
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construccion que comprende loa dominios | y Il del receptor de IL-4 humano
pero Nno se unen a una construccién que comprende los dominios | y Il del
receptor de IL-4 murino. Los anticuerpos unidos déblimente a una construccién
que compraende el dominio | del receptor de IL-4 humano (pero que no
comprende el dominio Il) y no del todo & una construccién que comprende el
dominio |l del receptor de IL-4 humano (pero que no comprende el dominio 1).
Se descubrié adicionaimente que los anticuerpos se unfan bien a una
construccion que comprende el dominio | del receptor de IL-4 humano y el
dominio Il del receptor de IL-4 murino.

Los ejemplos anteriores, tanto de trabajo como proféticos, son no
limitantes y se proporcionan para ilustrar las realizaciones particulares de la
presente invencién. Todas las referencias citadas en este documento se

incorporan como referencia en su totalidad.



- —

10

15

20

25

K0

152

Hablendo descrito la Invencidbn como antecede, se declara como

propiedad lo contenido en las siguientes.
REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, que comprende
a) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoAcidos seleccionada entre el grupo constituido por:
i) una secuencia al menos un 80% idéntica a una secuencia seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14,
ii} una secuencia de al menoe 15 aminoacidos contiguos de una secuencia
seleccionada entre un grupo constituido por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14,
iii) una secuencla que esta codificada por una secuencia de nuclettidos que es
al menos un 80% idéntica a una secuencia de nucledtidos seleccionada entre
el grupo constituido por ilas SECIDN®3,5,7,9, 11,y 13,y
iv) una secuencia que esta codificada por una secuencia de nucledtidos que
hibrida en condicionas de rigurosidad moderada con la complementaria de una
secuencia de nucledtidos seleccionada entre el grupo constituido por las SEC
IDN®3,5,7. 9,11,y 13,

0
b) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencla de
aminoacidos seleccionada entre un grupo constituido por:
i) una secuencia de al menos un 80% Idéntica a una secuencia seleccionada
entre el grupo constituido por las SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34, 36, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62,
ii) una sacuencia de al menos 15 aminoécidos contiguos de una secuencia

seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 18, 18, 20, 22, 24,

0
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26, 28, 30, 32, 34, 38, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 586, 58, 60, y 62,

ili) una secuencla que estA codificada por una secuencia de nuclettidos que es
al menos un 80% Idéntica a una secuencia de nucledtidos seleccionada entre
el grupo constituldo por las SEC ID N° 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35,
37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57,59, y 61, ¥

iv) una secuencia que esta codificada por una secuencia de nucleblidos que
hibrida en condiciones maderadaments rigurosas a la complementaria de una
saecuencia de nucledtidos seleccionada entre el grupo constituido por las SEC
ID N° 15, 17, 18, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51,
53, 55, 57, 59, y 61,

o

c) dicho dominio variable de cadena ligera de &) y dicho dominlo variable de
cadena pesada de b), con la condicién de que dicho anticuerpo no comprenda
la secuencia de aminoécidos del dominio variable de cadena ligera de la SEC
ID N° 4, SEC 1D N° 63, SEC ID N° 85, SEC ID N° 67, 0o SEC ID N° 69, y la
sacuencia de aminoacidos del dominio variable de cadena pesada de la SEC
ID N° 16, SEC ID N° 84, SEC ID N° 66, 0 SEC ID N° 68,

y donde dicho anticuerpo se une al receptor de i.-4 humano.

2, El anticuerpo de la reivindicacién 1, que comprende

a) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoécidos seleccionada entre el grupo constituido por:

1} una secuencia al menos un 85% idéntica a una secuencia seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14,

li) una secuencia de al menos 15 aminoécidos contiguos de una secuencia

D\
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seleccionada entre un grupo constituido por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14,
iii) una sacuencia que estA codificada por una secuencia de nuclestidos que es
al menos un 85% idéntica a una secuencia de nuclettidos seleccionada entre
el grupo constituido por las SECIDN°3,5,7,9,11,y13,y
iv) una secuencia que estd codificada por una secuencia de nuclettidos que
hibrida en condiciones de rigurosidad moderada con ia complementaria de una
secuencia de nucletdtidos seleccionada entre el grupo constituido por las SEC
IDN°3,5,7,9, 11,y 13,

o
b) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoécidos seleccionada entre un grupo constituido por:
i) una secuencla de al menos un 85% idéntica a una secuencia seleccionada
entre ef grupo constituido por las SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 58, 58, 60, y 62,
il) una secuencla de al menos 15 aminoéacidos contiguos de una secuencia
seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62,

iii) una secuencia que esta codificada por una secuencia de nucledtidos que es '

al menos un 85% idéntica a una secuencla de nucleétidos selecclonada entre
el grupo constituido por las SEC ID N° 15, 17, 18, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35,
37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59,y 61,y

Iv) una secuencla que est codificada por una secuencia de nucledtidos que
hibrida en condiciones moderadamente rigurosas a la complementaria de una
secuencia de nucledtidos seleccionada entre el grupo constituido por las SEC
ID N° 135, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51,

2
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53, 55, 57, 59, y 61,
o
¢) dicho dominio variable de cadena ligera de a) y dicho dominio variable de

cadena pesada de b).

3. El anticuerpo de la reivindicacioén 2, que comprende
a) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoécidos seleccionada entre el grupo constituido por:
i) una sacuencia al menos un 90% idéntica a una secuencia selsccionada entre
el grupo constituido por las SEC 1D N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14,
i} una secuencla de al menos 35 aminodcidos contiguos de una secuencla
seleccionada entre un grupo constituido por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14,
lll} una secuencia que esta codificada por una secuencia de nucleétidos que es
al menos un 90% idéntica & una secuencia de nucledtidos seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC IDN®3,5,7,9, 11,y 13,y

o
b) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencla de
aminoécidos seleccionada entre un grupo constituido por:
i) una secuencia al menos un 80% idéntica a una secuencia seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC ID N° 186, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 38,
38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62,
ii} una secuencia de al menos 35 aminodcidos contiguos de una secuencia
seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 58, 58, 60, y 62,

iii) una secuencia que esta codificada por una secuencia de nuclettidos que es

27
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al menos un 80% idéntica a una secuencia de nucledtidos seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC ID N° 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35,
37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57,59,y 61, y

o

¢) dicho dominio variable de cadena ligera de a) y dicho dominio variable de
cadena pesada de b).

4. El anticuerpo de la reivindicacién 3, que comprende
a) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoécidos seleccionada entre el grupo constituido por:
i) una secuencia al menos un 95% Idéntica a una secuencia seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12,y 14,
ii} una secuencla de al menos 50 aminoécidos contiguos de una secuencia
seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14,
y
ill) una secuencia que esta codificada por una secuencla de nucledtidos que es
al menos un 95% idéntica a una secuencia de nucledtidos seleccionada entre
el grupo constituido por las SECIDN° 3, 5,7, 9, 11,y 13,

o
b) un dominio variabie de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoécidos seleccionada entre un grupo constituldo por:
i) una secuencia al menos un 95% idéntica a una secuencia seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC 1D N° 16, 18, 20, 22, 24, 286, 28, 30, 32, 34, 38,
38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62,

if) una secuencia de al menos 50 aminoécidos contiguos de una secuencia
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seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60,y 62, y

iif) una secuencia que esta codificada por una secuencia de nucledtidos que es
al menos un 95% idéntica a una secuencia de nucledlidos seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC ID N® 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35,
37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, y 81,

o

c) dicho dominio variable de cadena ligera de a) y dicho dominio variable de
cadena pesada de b).

5. El anticuerpo de la reivindicacion 4, que comprende
a) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoécidos seleccionada entre el grupo constituldo por:
1) una secuencla al menos un 97% idéntica a una secuencia seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14,
li) una secuencia de al menos 70 aminoacidos contiguos de una secuencia
seleccionada entre el grupo constituido por [as SEC ID N°© 4, 6, 8, 10, 12, y 14,
y
iii) una secuencia que esta codificada por una secuencia de nucledtidos que es
&l menos un 87% idéntica a una secuencia de nuclettidos seleccionada entre
el grupo constituido por las SECIDN°3, 5,7, 9, 11,y 13,

0
b) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
amino4cidos seleccionada entre un grupo constituido por:

i) una secuencla al menos un 97% idéntica a una secuencia seleccionada entre

| i H e pa———— Ly o
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el grupo constituido por las SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36,
38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62,

ii) una secuencia de al menos 70 aminoécidos contiguos de una secuencla
seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62, y

iii) una secuencia que esta codificada por una secuencia de nucledtidos que es
al menos un 97% idéntica a una secuencia de nuclettidos seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC ID N° 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 28, 31, 33, 35,
37, 39, 41, 43, 45, 47, 48, 51, 53, 55, 57, 59,y 61,

o

¢) dicho dominio variable de cadena ligera de a) y dicho dominio variable de

cadena pesada de b).

6. El anticuerpo de la relvindicacién 5, que comprende

a) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoécidos seleccionada entre el grupo constituido por:

[) una secuencia al menoe un 99% idéntica a una secuencia seleccionada entre
el grupo constituldo por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14,

ii) una secuencia de al menos 90 aminoécidos contiguos de una secuencia
seleccionada entre el grupo constltuido por las SEC ID N° 4, 6, 8, 10, 12, y 14,
Y

iii) una secuencia que esta codificada por una secuencia de nucledtidos que es
al menos un 98% Idéntica a una secuencia de nudettidos seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC IDN® 3, 5,7, 9, 11, y 13,
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b) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre un grupo constituido por:

i) una secusncia al menos un 99% idéntica a una secuencia seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC ID N° 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36,
38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, y 62,

il) una secuencia de al menos 90 aminoacidos contiguos de una secuencia
seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 18, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60,y 62, y

iii} una secuencia que asta codificada por una secuencia de nucleédtidos que es
al menos un 99% idéntica a una secuencia de nuclettidos seleccionada entre
e! grupo constituido por las SEC ID N° 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35,
37,39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, y 61,

o

c) dicho dominio variable de cadena ligera de &) y dicho dominio variable de

cadena pesada de b).

7. El anticuerpo de la reivindicacién 8, que comprende
a) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N° 4, 6, 8,
10, 12, y 14,

o
b) un dominic variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoécidos seleccionada entre el grupo constituido por las SEC ID N® 186, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 48, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60,
y 62,

g
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c) dicho dominio variable de cadena ligera de a) y dicho dominio variable

de cadena pesada de b)

s 8. El anticuerpo de la relvindicacién 1 que comprende.
a) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoécidos que difiere de la SEC ID N° 4 en al menos una sustitucién de
aminoéacidos seleccionada entre el grupo constituido por S28T, S30N, 830G,
S31N, S32D, S32N, ASZT, S54Y, TS57P, T57S, G93D, S94H, S84R, PO6A,
10 P97G, y TO9M,
0
., b) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia
de aminoacidos que difiere de la SEC ID N° 16 en al menos una sustitucion de
aminoécidos seleccionada entre el grupo constituido por N58S, Y101W, F102Y,
15 D103T, D103N, D103P, Y104H, Y104N, Y104W, y Y104R, y T98M
o
c) dicho dominio variable de cadena ligera de a) y dicho dominio variable

de cadena pesada de b).

20 9. E} anticuerpo de la relvindicacién 1, que comprende
a) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que diflere de la SEC ID N° 4 solo por:
I} al menos una sustitucién de aminoécidos seleccionado entre el grupo
constituido por $28T, S30N, S30G, S31N, S32D, S32N, A52T, S54Y, T57P,
25 TS78, GY3D, S94H, S94R, P96A, P97G, y TOOM, y
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ii) al menos una sustitucion de aminoacidos seleccionada entre el grupo
constituldo por E1D, L4M, S7T, G9A, K40R, F50Y, S68F, S77T, V86l, K105R,
V106L, y E107D,

o

b) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia
de aminoé4cidos que difiere de la SEC (D N° 16 solo por:
i) al menos una sustitucibn de aminoacidos seleccionado entre el grupo
constituido por N58S, Y101W, F102Y, D103T, D103N, D103P, Y104H, Y104N,
Y104W, y Y104R, v
ii) al menos una sustitucibn de aminoacidos seleccionado entre el grupo
constituido por Q8E, H13Q, G24A, R86S, y M90T,
o
c) el dominio variable de cadena ligera de a) y el dominio variable de cadena

pesada de b)

10.  El anticuerpo de la reivindicacion 1, en el que:

a. la CDR1 de cadena ligera comprende una secuencia ssleccionada entre
el grupo constituido por los restos 24-35 de la SEC ID N° 6, los restos 24-35 de
la SEC ID N° 8, los restos 24-35 de ia SEC ID N° 10, los restos 24-35 de la
SEC ID N® 12, y los restos 24-35 de la SECID N°® 14, 0

b. la CDR2 de cadena ligera comprende una secuencia seleccionada entre
el grupo constituido por los restos 51-57 de la SEC ID N° 4, los restos 51-57 de
la SEC ID N° 6, los restos 51-57 de la SEC ID N° 10, y los restos 51-57 de la
SECIDN® 12,0

c. la CDR3 de cadena ligera comprende una secuencia seleccionada entre
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al grupo constituido por los restos 90-99 de la SEC 1D N° 4, los restos 80-99 de
la SEC ID N° 6, los restos 80-99 de la SEC ID N° 8, y los restos 80-99 de la
SECIDN® 14,0

d. la CDR1 de cadena pesada comprende los restos de la secuencia 31-35
delaSECIDN° 16,0

e. la CDR2 de cadena pesada comprende una secuencia seleccionada
entre el grupo constituido por los restos 50-65 de la SEC ID N° 186, y los restos
50-85 de la SEC ID N° 18, 0

f. la CDR3 de cadena pesada comprende una secuencla seleccionada
entre el grupo constituido por ios restos 90-99 de la SEC ID N° 4, |os restos 98-
104 de la SEC ID N° 18, los restos 98-104 de la SEC ID N°® 20, los resios 98-
104 de la SEC ID N° 22, los restos 98-104 de la SEC ID N° 24, (os restos 88-
104 de la SEC ID N° 26, los restos 98-104 de la SEC ID N° 30, y los restos 98-
104 de la SEC ID N° 34.

11.  El anticuerpo de la reivindicacién 10, en el que:

a. la CDR1 de cadena ligera comprende una sacuencia seleccionada entre
el grupo constituido por los restos 24-35 de la SEC ID N° 8, los restos 24-35 de
la SEC ID N* 8, los restos 24-35 de la SEC ID N° 10, los restos 24-35 de la
SEC ID N° 12; y los restos 24-35de la SECIDN° 14, y

b. la CDR2 de cadena ligera comprende una secuencla seleccionada entre
el grupo constituido por los restos 51-57 de la SEC ID N° 4, los restos 51-57 de
la SEC ID N° 8, los restos 51-57 de la SEC ID N° 10, y los restos 51-57 de la
SECIDN°12,y

c. la CDR3 de cadena ligera comprende una secuencia seleccionada entre
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el grupo constituido por los restos 90-99 de la SEC ID N° 4, los restos 90-99 de
la SEC ID N° 6, los restos 90-96 de la SEC ID N° 8, y los restos 90-99 de la
SEC ID N® 14,

d. la CDR1 de cadena pesada comprende los restos de la secuencia 31-35
dela SECID N° 16,y

. la CDR2 de cadena pesada comprende una secuencia seleccionada
entre el grupo constituido por los restos 50-65 de la SEC ID N° 16, y los restos
50-65 de la SEC ID N° 18, y

f. la CDR3 de cadena pesada comprende una secuencia seleccionada
entre el grupo constituido por los restos 90-99 de la SEC 1D N° 4, los restos 98-
104 de la SEC ID N° 18, los restos 98-104 de la SEC ID N° 20, los restos 98-
104 de la SEC ID N° 22, ios restos 98-104 de la SEC ID N° 24, los restos 98-
104 de la SEC ID N° 26, los restos 98-104 de la SEC ID N° 30, y los restos 98-
104 de la SEC ID N° 34,

12.  El anticuerpo de la reivindicacién 1 en el que:

a) la FR1 de cadena ligera comprende una secuencia seleccionada entre el
grupo constituido por los restos 1-23 de la SEC ID N° 4, los restos 1-23 de la
SEC ID N° 10, los restos 1-23 de la SEC ID N° 12, y los restos 1-23 de la SEC
IDN° 14,0

b) la cadena ligera FR2 comprende una secuencia seleccionada entre el grupo
constituido por los restos 36-50 de la SEC ID N° 4, y los restos 36-50 de la SEC
IDN° 14,0

c) la FR3 de cadena ligera comprende una secuencia seleccionada entre el
grupo constituldo por los restos 58-89 de la SEC ID N° 4, los restos 58-89 de la

i
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SEC ID N® 10, y los restos 58-89 de la SEC ID N° 12, o

d) la FR4 de cadena ligera comprende una secuencla selecclonada entre el
grupo constituido por los restos 100-108 de la SEC 1D N° 4, los resios 100-108
de ia SEC ID N° 8, y los restos 100-109 de la SEC ID N° 12, o

e) la FR1 de cadena pesada comprende una secuencla seleccionada entre el
grupo constituido por los restos 1-30 de la SEC {D N° 18, y ios restos 1-30 de la
SECIDN°42,0

f) la FR2 de cadena pesada comprende la secuencia de restos 36-49 de la
SECIDN° 18,0

g) la FR3 de cadena pesada comprende una secuencia seleccionada entre el
grupo constituido por los restos 86-97 de la SEC ID N° 16, los restos 66-97 de
la SEC ID N° 18, y los restos 66-87 de la SEC ID N° 42, o

h) la cadena pesada FR4 comprende la secuencla de restos 105-115 de la
SEC ID N° 18.

13. El anticuerpo de la reivindicacién 12 en el que:

a) la FR1 de cadena ligera comprende una secuencia seleccionada entre el
grupo constituido por los restos 1-23 de la SEC ID N° 4, los restos 1-23 de la
SEC ID N° 10, los restos 1-23 de la SEC ID N° 12, y los restos 1-23 de la SEC
IDN° 14,y

b) la FR2 de cadena ligera comprende una secuencla seleccionada entre el
grupo constituido por los restos 36-50 de la SEC ID N° 4, y los restos 368-50 de
laSECIDN° 14,y

c) la FR3 de cadena ligera comprende una secuencia seleccionada entre el
grupo constituido por los restos 58-89 de la SEC ID N° 4, los restos 58-89 de la

1ev
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SEC ID N° 10, y los restos 58-89 de la SECID N° 12, y

d) la cadena ligera FR4 comprende una secuencia seleccionada entre el grupo
constituido por los restos 100-108 de la SEC ID N° 4, los restos 100-109 de la
SEC ID N° 8, y los restos 100-108 de la SECIDN° 12, y

o) la FR1 de cadena pesada comprende una secuencia seleccionada entre el
grupo constituido por los restos 1-30 de la SEC ID N° 16, y los restos 1-30 de la
SEC IDN° 42, y

f) la FR2 de cadena pesada comprende la secuencia de restos 36-49 de la
SECIDN° 18,y

g) la FR3 de cadena pesada comprende una secuericia seleccionada entre el
grupo constituido por los restos 66-97 de la SEC ID N° 18, los restos 68-97 de
la SEC ID N° 18, y los restos 66-97 de la SEC IDN° 42, y

h) la FR4 de cadena pesada cornprende la secuencia de restos 105-115 de la
SEC ID N° 16.

14. El anticuerpo de la relvindicaciébn 1, en el que dicho anticuerpo se
selecciona entre el grupo constituido por L1H1, L1H2, L1H3, L1H4, L1HS5,
L1HB, L1H7, L1H8, L1H9, L1H10, L1H11, L2H1, L2H2, L2H3, L2H4, L2HS5,
L2H8, L2H7, L2H8, L2H8, L2H10, L2H11, L2H12, L2H13, L2H14, L3H1, L4H1,
L5H1, y LBHA.

15.  El anticuerpo de la reivindicacion 1 en el que dicho anticuerpo es un

anticuerpo humano, humanizado, o quimérico.

16.  El anticuerpo de la reivindicacién 1 en el que dicho anticuerpo es un

APV
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anticuerpo monocional.

17. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo se
selecciona entre el grupo constituido por una IgD, IgE, IgM, 1gG1, 1gG2, IgG3,
IgG4, y IgG4 que tiene al menos una mutacién en una reglon bisagra que alivia
una tendencia a formar un enlace disulfuro dentro de la cadena H del

anticuerpo.

18. Un polipéptido aislado que comprende una parte de unién al receptor de

IL-4 del anticuerpo de la relvindicaclon 1.

19. El polipéptido alslado de la reivindicacién 18, an el que dicho polipéptido
comprende un Fab, F(ab'),, scFv, dlacuerpo, triacuerpo, o tetracuerpo.

20. Un &cido nucleico aislado que comprande

a) una secuencia de nucledtidos, o la complementaria de la misma, que
codifica la cadena ligera del anticuerpo de Ia reivindicacién 1(a), o

b) una secuencia de nuclettidos, o la complementaria de la misma, que
codifica la cadena pesada del anticuerpo de |a reivindicacion 1(b),

o

c) una secuencia de nucledtidos, o la complementaria de la misma, que
codifica un polipéptido gue comprende una parte de unién al receptor de IL-4
del anticuerpo de la reivindicacién 1, o

d) la secuencia de nucledtidos de a) y la secuencia de nucleétidos de b).

/Lb
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21. Fl 4cldo nucleico amislado de la reivindicacion 20, en el que dicho écido
nucleico comprende al menos una secuencia de nuclettidos seleccionada entre
el grupo constituido por las SEC ID N° 5, 7, 9, 11, 13, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29,
31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, y 61.

22. Un vector que comprende dicho écido nuclelco de la reivindicacién 20.

23. El vector de la relvindicacién 22, en el que dicho vector es un vector de

expresion.

24. Una célula aislada que comprende dicho éacido nucleico de la
reivindicaclén 20,

25. La célula alslada de la reivindicacién 24, en el que dicha célula es un

hibridoma.

26. La célula alslada de la reivindicacion 24, en la que dicha célula es una

célula transgénica.

27. Un procedimiento para hacer dicho anticuerpo de la relvindicacién 1 que
comprende incubar una célula que comprende un écido nucleico que codifica la
cadena ligera de dicho anticuerpo y un écido nucleico que codifica la cadena
pesada de dicho anticuerpo condicionss que permiten que dicha célula exprese
dicha cadena ligera y dicha cadena pesada y que permite que dicha cadena

ligera y dicha cadena pesada se ensamblen en dicho anticuerpo, y aislar dicho

7
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anticuerpo de dicha célula.

28. El procedimiento de la relvindicacién 27, en el que dicha célula es un
hibridorna.

28. El procedimiento de la reivindicacion 27, en el que dicha célula es una

célula transgénica.

30. Un procedimiento para inhibir.un receptor de IL-4 que comprende poner
10 en contacto una célula que expresa un receptor de IL-4 con el anticuerpo de la
relvindicaclén 1, en condiciones que permiten que dicho anticuerpo se una a
dicho receptor de IL-4, donde la unién de dicho anticuerpo a dicho receptor
. inhibe la transduccién de sefiales a través del receptor de IL-4.

15 31. E! procedimiento de la reivindicacién 30, en el que dicha célula es una

célula humana.

32. El procedimiento de la reivindicacion 31, en el que dicha célula humana
esta en un ser humano.
20

33. Un procedimiento para inhibir un raceptor de IL-4 que comprende poner
en contacto una célula que expresa el receptor alfa de IL-4 con el polipéptido
de la relvindicacién 18 en condiciones que permiten que dicho polipéptido se
una a dicho receptor alfa de IL-4, donde la unién de dicho polipéptido a dicho
25 receptor de IL-4 inhibe la transduccién de sefiales a través de dicho receptor de

o= e T
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34. El procedimiento de la reivindicacion 33, en el que dicha célula es una

célula humana.

35. El procedimiento de la reivindicacion 34, en el que dicha célula humana

esta en un ser humano,

36. Un procedimiento para tratar una afeccién en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad de dicho anticuerpo de la reivindicaciéon
1 eficaz para tratar dicha afeccién.

37. El procedimiento de la reivindicacién 36, en el que dicha afeccién es una

afeccién inflamatoria 0 cancerosa.

38. El procedimiento de la reivindicacion 37, en el que dicha afeccién

inflamatoria o cancerosa es una afeccién inmunolédgica.

39. El procedimiento de la reivindicacion 38, en el que dicha afeccion es
asma, artritis séptica, dermatitls herpetiforme, urticaria idiopética crénica, colitis
uicerosa, esclerodermia, cicatrizacién hipertréfica, enfermedad de Whipple,
hiperplasia de préstata benigna, un trastomo pulmonar en sl que el receptor de
IL-4 juega un papel, una afecclén en la que la alteracién de la barmera epitelial
mediada por el receptor de IL4 juega un papel, un trastorno del sistema
digestivo en el que el receptor de IL-4 juega un papel, una reaccién alérgica a
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una medicacion, enfermedad de Kawasakl, enfermedad de céiulas faiciformes,
sindrome de Churg-Strauss, enfermedad de Grave, preeclampsia, sindrome de
Sjogren, sindrome linfopraliferativo autoinmune, anemia hemolltica autoinmune,
estfago de Barrett, uveitis autoinmune, tuberculosis, fibrosis quistica, micosis
broncopulmonar alérgica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
neumopatia y fibrosis inducida por bleomicina, fibrosis pulmonar inducida por
radiacion, protelnosis alveolar pulmonar, sindrome de distrés respiratorio en el
adulto, sarcoidosis, sindrome de hiper IgE, sindrome de hipereosinofilia
idiopética, una enfermedad ampollar autolnmune, pénfigo vulgar, penfigoide

ampollar, miastenia grave, sindrome de fatiga cronica, o nefrosis.

40. Un procedimiento para tratar una afeccién en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad de dicho polipéptido de a reivindicacion
18 eficaz para tratar dicha afeccién.

41. El procedimiento de la reivindicacidn 40, en el que dicha afeccion es una

afeccion inflamatoria o cancerosa.

42. El procedimiento de la reivindicacion 41, en el que dicha afeccién

inflamatoria o cancerosa es una afeccién inmunoldgica.

43. El procedimlento de la reivindicacién 42 en el que dicha afeccién es
asma, artritis séptica, dermatitis herpetiforme, urticaria idiopética crénica, colitis
ulcerosa, esclerodermia, cicatrizacién hipertréfica, enfermedad de Whipple,

hiperplasia de préstata benigna, un trastorno puimonar en el que el receptor de
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IL-4 juega un papel, una afeccioén en la que la alteracién de la bamrera epitelial
mediada por el receptor de IL-4 juega un papel, un trastomo del sistema
digestivo en el que el receptor de IL-4 juega un papel, una reaccién alérgica a
una medicacién, enfarmedad de Kawasaki, enfermedad de células falciformes,
sindrome de Churg-Strauss, enfermedad de Grave, preeclampsia, sindrome de
Sjogren, sindrome linfoproliferativo autoinmune, anemia hemolltica autoinmune,
esofago de Barrett, uveltis autoinmune, tuberculosis, fibrosis quistica, micosis
broncopulmonar alérgica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
neumopatia y fibrosis inducida por bleomicina, fibrosis pulmonar inducida por
radiacién, proteinosis alveolar pulmonar, sindrome de distrés respiratorio en el
adulto, sarcoidosis, sindrome de hiper IgE, sindrome de hipereosincfilia
idiopatica, una enfermedad ampollar autoinmune, pénfigo vulgar, penfigoide

ampollar, miastenia grave, sindrome de fatiga crénica, o nefrasis.

44. Una composicidn farmacéutica que comprende dicho anticuerpo de la

reivindicacion 1 y un excipiente, diluyente, o tampon.

'45. Una composicién fanmacéutica que comprends dicho polipéptido de Ja

relvindicacién 18 y un excipients, diluyents, o tampén.

46. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo no se une
al recaptor de IL-4 murino.

47.  El anticuerpo de la reivindicacin 1, en el que dicho anticuerpo se une at
dominio | del receplor de IL-4 humano.

i
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RESUMEN

La presente Invencién se refiere a anticuerpos que se unen al receptor
de IL4, fragmentos, mutelnas, y derivados de dichos anticuerpos, éacidos
nucleicos que codifican dichos anticuerpos, fragmentos, muteinas y derivados,
y procedimientos para hacer y usar dichos anticuerpos, fragmentos, muteinas,
derivados y é&cldos nucleicos. Los procedimlentos para fratar afecciones
médicas inducidas por interleuquina-4 implican administrar un anticuerpo de
unién al receptor de IL-4, o un fragmento de uni6n al receptor de IL-4, muteina,
o derivado de un anticuerpo de unién al receptor de IL-4, a un paciente que
padece dicha afeccidn. Los anticuerpos particulares proporcionados en este
documento incluyen anticuerpos monoclonales humanos. Ciertos anticuerpos

inhiben actividades biol6gicas tanto inducidas por IL-4 como inducidas por IL-
13.
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1. This opinion contains indications relating to the following items:

Box No. | Basis of the oplinlon

O BoxNo.ll  Priority

£ Bax No.Ill  Non-establishment of opinion with regard to navelty, inventive step and industrial applicablity
& BoxNo.IV  Lack of unity of Invention

5 BoxNo.V  Reuacnsd statemant under Rule 43bis.1{a){l) with regard to novelty, inventive step or Indusiria!
applicabifty; cltations and explanations supporting such stutement

O BaxNo.VI Certaln documants cited
0 Box No. Vil Certaln defects in the Intarnational epplication
& Bax No. Vill Certain obsarvations an the Intarnational application

2. FURTHERACTION

If a demand for international pmllmln-rrnexamlnnbn is made, this opinion will usually be considered o be a
wiitten oplinion of the Intemational Preliminary Examining Authority ("IPEA™). Howaever, this doeas not apply whers
the applicant chooses an Authorfly other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
Internatonal Bureau under FAule §8.1bis(b) that written opinions of this Intemnational Searching Authority

will not be so considered. .

if this opinlon Is, as provided above, conskiered to be a written opinlon of the IPEA, the applicant Is Invited to
submit to the IPEA a written reply together, whene appropriate, with amendments, belore the expimation of three
months from the date of malling of Form PCTASAZ20 or before the axplration of 22 months from the priority date,
whichever explres later.

For further options, sea Farm PCTASARZ0.

3. Forfurther detalis, see notes to Form PCTASAZ20,

Nama and malling address of the ISA: Authorized Officar
S .
Eurg| Patent Cffice - P.B. 5818 Patentiaan 2 /-
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—==—  Tel. 31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo ni X {
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Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basia of the international appiication in
the language In which it was filed, unless otherwias indicated under this ttem.

0O This opinion has been established on the basis of & translation from the original language into the following
language , which is the language of a translation fumishad for the purposes of International search
{under Rules 12.3 and 23.1(b)). ]

2. With regard to any nucleotide andlor amino acid asquence disciosed In the international application and
necessary to the clalmed Inventian, this apinion has been eatablished on the basis of:

a. type of material:

¥ a sequence listing

3 table{s) related to the sequence listing
b. format of material:

B2 in written format
B in computer readabie form
¢. 1ime of flingfumishing:
contained in the intemational application as filed.
& flied together with the intenational application In computer readable form.
O fumished subsaquently to this Authority for the purposes of search.
e e s o b o 1 e g it

copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the ication as filed,
appropriate, wers furnished. ® el od, &8

4. Additional comments:

Farm DATICAINIT £ lnm ne: mAs o
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Vi

Box No.lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industriel
applicabliity

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive atap (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined In respect of:

O the entire international application,
B claims Nos. 1-9 {partially)
bacause:

0 the said international application, or the said claims Nos.  relate to the following subjact matter which
does not raqulre an intemational preliminary examination (specify):

& the description, claims or drawings (Indicate particular elemenis below) or saki claims Nos. 1-9 (partially)
are 8o unclear that no meaningful opinlon could be formed (specify):

800 soparate sheet

O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that
could be formed. ' supported by ription that no meaningful opinian

no intemational search report has been established for the whole application or for said claims Nos.

the nucleotide andbr amino acki sequence listing does not comply with the standard provi "
C of the Administrative Instructions in that: Ply provided for in Annex

the written form 0 has not been fumished

O does not comply with the standard
the computer readable form O has not been fumished

O does not comply with the standard

0 the tables related o the nucleotide andbr amina acld sequence listing, i in computer readabie form on
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative lnatmeﬂonz: ®

a a

[0 See separate sheet for further details
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Box No. IV Lack of unity of Inventlon
1. in response to the invitation (Form PCTASAZ208) to pay additional fees, the applicant has:
0O paid additional foes.
O paid additional fees under protest.

naot pai additional fees.
2. O This Authority found that the requirement of unlty of invention is not complied with and chose nat to invite
the applicant to pay additional feas.
3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2and 13.3 Is

O complled with
B not compliad with for the following reasona:
see separate shoet
4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the intemational application:
0O all parts.
the parts relating to ciaims Nos. 1-47 (partially)

Box No.V Reesoned statement under Rule 435/g.1(a)(l) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicabliity; cltations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims
No; Ciaimsg 1-47 {all partially)
inveantive step (IS5) Yas: Clalma .
No: Claims 1-47 (all partiaily)
Industrial applicabllity (1A) Yes: Claime 1-35

No: Claims

2. Citations and explanations
seo separate sheet

Box No. Viil  Certaln observations on the International applilcation

The foliowing observations on the clarity of the claims, fon, and drawings or on th i
claims are fully supported by the description, are m"eﬂﬂﬂﬂ ngs or on the question whether the

seo soparate sheet
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INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/037242
He Item il

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
applicability

1. Claims 36-43 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 37.1 (iv) PCT. Gpnsequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)(l) PCT).

2. No International Preliminary Examination will be carried out in respect of subject-matter
which is not covered by the search report (Rule 66.1(e) PCT). Only invention 1 i.e. claims
1-47 (all partially) will be examined.

Be ltem IV
Lack of unlty of invention

The problem to be sotved by the present appllcation is to provide antibodies directed
against the human L4 receptor.

The proposed solutions are:

1. claims 1-47 (all partially) : a light chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQID NO : 4
2. claims 1-7,10,11,14-47 (all partially) : a light chain variable domain consisting of at
least 80% identical ta SEQIDNO : 6
3. claims 1-7,10-47 (all partially) : a fight chain variable domain consisting of at least
B0% identical to SEQIDNO : 8
4. claims 1-7,10-47 (all partially) : a light chain variabie domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 10 .
5. claims 1-7,10-47 (all partially) : a light chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQID NO : 12
6. claims 1-7,10-47 (ali partially) : a light chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQID NO : 14
7. claims 1-47 (all partially) : an heavy chaln variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQID NO : 16

Farm PCTASA/237 {Saparats Eheot) (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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8. claims 1-7,10-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 18
9. claims 1-7,10,11,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at leas
80% identical to SEQ ID NO : 20
10. claims 1-7,10,11,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at leas
80% identical to SEQ ID NO : 22
11. claims 1-7,10,11,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at leas
80% identical to SEQ ID NO : 24
12. claims 1-7,10,11,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at leas
80% identical to SEQ ID NO : 26
13. claims 1-7,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical o SEQ ID NO : 28
14. claims 1-7,10,11,14-47 (all partially) : an heavy chain varlable domaln consisting of at leas
80% Identical to SEQ ID NO : 30
15. claims 1-7,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 32 )
16. claims 1-7,10,11,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain conslsting of at least
80% identical to SEQ ID NO : 34
17. claims 1-7,14-47 (all partiaily) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 36
18. claims 1-7,14-47 (all partiatly) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQ 1D NO : 38
19. claims 1-7,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 40
20. claims 1-7,14-47 (all partially) : an heavy chaln variable domaln consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 42
21. claims 1-7,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 44
22, claims 1-7,14-47 (all parfially) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 48
23. claims 1-7,14-47 (all partially) : an heavy chaln variabie domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 48
24. claims 1-7,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%

identical to SEQ ID NO : 50

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Shaet 2) (EPO-January 2004)
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25. claims 1-7,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 52

26. claims 1-7,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 54

27. claims 1-7,14-47 (all pariially) : an heavy chaln variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 56

28. claims 1-7,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 58

29, claims 1-7,14-47 (all pariially) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical o SEQ iD NO : 80

30. claims 1-7,14-47 (all partially) : an heavy chain variable domain consisting of at least 80%
identical to SEQ ID NO : 62

The anfibody represents the technical feature which may a prion unify the different solutions.

Document WO 01/82340 deals with a human antibody that binds human IL-4 receptor wherein
the light chain of said antibody comprises amino acid sequence NO: 10 (see claims 1 and 3).
Document XP002331703 from the database Uniprot, retrieved from EBI indicates that SEQ ID
NO : 4 from the present application has 100 % identity with sequence 10 from patent WO
01/92340.

This document is considered as a sufficient evidence of the existence of an antibody against
human IL-4 receptor.

Thus, the antibody can no longer serve as a single general inventive concept linking the
different entity, which has no other special technical features in common.

Th refore, each solution represents a distinct invention, characterized by its own special
technical feature.

in the present application no further technical feature(s) can be distinguished that can be
regarded as a "special technical feature” in the sense of Rule 13 PCT involved in the technical
relationship among the different inventions. Consequently, the present application lacks of unity

Farm PCTNSA/237 (Soperate Shewt) (Shest 3) (EPO-January 2004)
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of invention, and the different solutions not belonging to a common inventive concept are
identified as the different subjects listed here above.

Each of the inventions listed is a distinct invention, characterized by its own special technical
feature, defining the contribution which each of the claimed inventions, considered as whole,
makes over the prior art, i.e. the specific features of the individual composition.

Furthermore, searching this plurality of different inventions would have caused major additional
searching effort. ’

The application relates to a plurality of Inventions, or groups of inventions, in the sense of Rule
13.1 PCT. They have been divided as defined above. If the applicant pays additional fees for
one (or more) not yet searched group(s) of invention(s), then the further search(es) may reveal
further prior art that gives evidence of a further [ack of unity 'a posteriori' within one (or more) of
the not yet searched group(s). In such a case only the first invention in this (each of thess)
group(s) of inventions, which is conslidered to lack unity of invention, wiii be the subject of a
search.

Beliem V
Reasoned statement with regard to novelty, Inventive step or Industrial applicablilty;
citations and explanations supporting such statement .

Only invention 1 as defined by the search report will be examined:

Reference is made to the following documents:

Di: WO 01/92340 A (IMMUNEX CORPORATION; PLUENNEKE, JOHN, D) 6 December
2001 (2001-12-06) '

D2: DATABASE EPO PROTEINS EBI; 13 June 2005 (2005-06-13), XP002331703
Database accession no. AX365126

D3: HOLT L J ET AL: "Domain antibodies: protelns for therapy” November 2003 (2003-
11), TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER PUBLICATIONS, CAMBRIDGE,
GB, PAGE(S) 484-490 , XP004467495 ISSN: 0167-7799

Fom PCT/I8A/237 (SGeparate Shaeef) (Shest 4) (EPO-fanuary 2004)
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5.1 Novelty (Art. 33.2 PCT)

Document D1 WO 01/92340 cited by the applicant deals with a human antibody that binds
human IL-4 receptor wherein the light chain of sald antibody comprises amino acid sequence
NO: 10 (see claims 1 and 3). Document XP002331703 from the database EPQ proteins,
retrieved from EBI indicates that SEQ 1D NO : 4 from the present application has 100 % identity
with sequence 10 from patent WO 01/92340.

The present application doas not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1-47 (all partially) ia not new in the sense of Article 33(2) PCT.

5.2 Method or treatment:

Claims 36-43 involve compositions or substances in a method of treatment of the human/animal
body.

For the assessment of the present claims 36-43 on the question wether they are industrially
applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The patentability can also be
dependent upon the formulation of the clalms. The EP, for instance, does not recognize as
industrially applicable the subject-matter of claims to the use of a compound in medica!
treatment and the use of such a compound for the manufacture of a medicament for a new
medicai treatment.

Re {tem VIl
Certain observations on the international appllcation

8.1 Art6PCT:

Claims 1-9 do not meet the requirements of Article 6 PCT because the scope of thase claims is
such that the skilled person can only establish by the undue burden of experimentation and the

use of inventive skili whether or not his particular choice from among the numerous possibilities
falting under the wording :

- "of at least XX contiguous amino aclds",(claims 1-8)

- "said light chain variable domain of a) and said heavy chain variable domain of b)", (claims 1-7)

Form PCTASAZ237 (Separsie Sheet) {Shaet 5) (EPO-Jenuary 2004)
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- "that differs from SEQ ID:4 .... or SEQ ID:16 by at least one amino acid substitution”, (claims &
and 9)

- "with the proviso that said antibody does not comprise both the light chain variable
domain®,(claim 1)

will provide a satisfactory result.

The skifled person is not able to reproduce all embodiment falling under the scope of clalms 1-9
since an enabling disclosure relating to said subject-matter is lacking within the application.
Moreover, document D3 states that the shortest length is the heavy chain which represents the
smallest known antigen-binding fragments (see abstract). Thus a minimum sequence length of
109 amino acids as shown in Figure 3 of D3 is needed.

Furthermore, an identity of 100pc¢ is needed since even the modification of 1 amino acid can
change the binding capacity of the antibody.

Consequentiy claims 1-8 do not meet the requirements of article 8 PCT. Sufficient support was
found in the example 5 for the subject-matter of cialms 14 and the subsequent examination will
consequently deal only with this clalm, while considering the clarity objection below.

8.2 Clarty problems:

8.2.1 Claim 8, paragraph b), an amino acid substitution is possible at position 99, from
amino acid T to M. But with respect to figure 3, no amino acid T exists at position 99 and no
substitution has been foreseen. This clarity problem must be solved.

8.2.2 Claim 11, paragraph f., SEQ ID NO: 4 cannot be encompassed under the heavy
chain CDRa3 since this sequence encodes a light chain.

8.2.3 Claim 14 gives a list of antibodies designated by LxHy which is considered to be an
intemnal designation thus meaningless without a reference to a deposit number. Claim 14 should
be removed or mentioning a deposit number.

8.2.4 The vague and imprecise statement in the description on page 19, lines 38-41; page
61, lines 10-16; page 63, line 16; page 68, lines 11-13 implies that the subject-matter for which
protection is sought may be different to that defined by the claims, thereby resulting in lack of
clarity of the claims when used to interpret them.

8.2.5 The wording “the prior art documents ... incorporated by reference”, page 22, line 8;

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheat 8) (EPO-lanuary 2004)
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page 23, line 24; page 24, line 27, page 25, lines 12-14; page 52, line 28; page 53, line 13;
page 58, line 9; page 60, line 7, page 61, line 23; page 63, line 36; page 65, line 31; page 68,
line 31 seeks to extend the scope of pratection sought in some vague and indefinite manner.

8.2.6 A typing error should be corrected page 67, line 31 "receptor”.

Form PCTASA/237 (Separxie Sheet) (Sheet 7) (EPO-January 2004)
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Doctor{a)

FERRERO EMILIO
Apoderado{a) y/o Representante de
IMMONEX CORPORATION

REFERENCIA Radicacién No. 6 52358
Bolicitud internacional US2004/037242
Fecha inicio fase nacional 07/06/2006

Trémite 11

Evento aTe
Actuacién 430

oficio No. - 3805

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

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en gque consta la cesidn del
deracho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 3% de la Decisifn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conaiderari abandonada y perder& su prelaciém.

Notifiquess el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001,

ALIX CARMENZA DE VERGEL
Jefe de la 1816n de Nuevas Creaciones

El anterior, requerimiento fue notificado por fijacién en 1lista de

a0,



