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TITLE

ANTAGONIZING INTERLEUKIN-21 RECEPTOR ACTIVITY

[0001] This application claims the benefit of U.S. Provisionsl Application Ser.

@ No. 60/599,086, filed August 5, 2004, and U.S. Provisional Application Ser. No.
60/639,176, filed December 23, 2004, both of which are incorporated herein by
reference in their entireties,

BACKGROUND OF THE INVENTION

Field of the Invention

[0002] The present invention relates to methods and compositions for
antagonizing, reducing, andor inhibiting interieukin-21 ([L-21)/1L-21 receptor
(MU-1) activity using IL-21 receptor sntagonists. The methods and compositions
disclosed herein arc useful as immunotherapeutic agents.

Related Background Art

[0003) Buman IL-21 is a cytokine that shows sequence homology to IL-2, L4
and 1L-15 (Parrish-Novak et al. (2000) Nature 408:57-63). Despite low sequence
homology among interleukin cytokines, cytokines share a common fold into a
“four-helix-bundle™ structure that is represcntative of the family. Most cytokines
bind either class I or class II cytokine receptors. Class II cytokine receptors
inchude the receptors for IL-10 and the interferons, whereas class I cytokine
receptors include the receptors for IL-2 through IL-7, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13,
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- and IL-15, es well as hematopoietic growth factors, leptin, and growth hormone

(Coaman (1993) Cytokine 5:95-106).

10004 Human IL-21 receptor (IL-21R) is a class I cytokine receptor that is
expresscd in lymphoid tissues, in particular by NK, B, and T cells (Parrish-Novak
et al. (2000) supra). The nucleotide and amino acid sequences encoding human
interfeukin-21 (IL-21) and its receptor (iL-21R) are described in WO 00/53761;
WO 01/85792; Parriah-Novak et al. (2000) supra; and Ozaki et al. (2000) Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97:11439-44. IL-21R has the highest sequence homology
to IL-2 receptor B chain and I14 receptor o« chain (Ozaki et al. (2000) supra).
Upon ligand binding, IL-21R associates with the common gamma cytokine
receptor chain (yc) that is shared by receptors for IL-2, IL-3, IL4, IL-7, IL-9,
IL-13 and IL-15 (Ozaki et al. (2000) supra; Asao et al. (2001) . fvmunol.
167:1-5). The widespread lymphoid distribution of IL-21R suggests that IL-21
may play a role in immune regulation. Indeed, in vitro studies have shown that
IL-21 significantly modulates the fimction of B cells, CD4" and CD8" T cells, and
NK cells (Parrish-Novak et al. (2000) supra; Kassian et al, (2002) fmmunity.
16:559-69). Nevertheless, ovidence supporting a regulatory effect of IL-21 in

. Vivo i8 limited.

SUMMARY OF THE INVENTION

{0005] Md]wdlmdmmponumnﬁrnnafumgmththncumyoflnﬂum
interaction between interleikin-21 (IL-21) end an IL-21 receptor (also referred to
herein as “IL-21R” or “MU-1"), e.g., using antagonists of IL-21 or IL-21R, are
disclosed (also referred to herein as an “TL-21/IL-21R antagonist™ or “antagonist”
or “IL-21/IL-21R pathway antagonist™).

[0006] For example, Applicants have shown that reducing IL-21R activity by
nsing an IL-21 antagonist, e.g., a fusion protein that includes the extraceilular
domain of the IL-21R fused to an Fc immunoglobulin region, ameliorates
inflammatory symptoms in several different animal models reasonably predictive
of inflammatory and/or antoimmune disorders, such as inflammatory bowel
disease (IBD), theumatoid arthritis (RA), transplant/graft rejection, graft vs. host




e

-3- : nnn,n8

Mmmmﬂm(sm&mhdingafomof
glomerulonephritis), and psoriasis (Examples 7-14). Expression of IL-21R
mRNA is npregnlated in the paws of collagen-induced arthritis (CIA) mice
(Bxample 8). Furthermore, a mouse deficient in IL-21R showed & reduction of
symptoms in an asthma model (Example 12). Accordingly, antagoniats of
IL-21/IL-21R activity can be used to induce immune suppression in vivo, e.g., for
treating or preventing inflammatory or antoimmune disorders. These antagonists
cmdsobeusedtoteatorprevmtanimmmeeeﬂmciuteddimdm,e.g.,a
disorder associnted with aberrant activity of one or more of mature T cells (e.g.,

- mature CD8+ or mature CD4+ T celis), mature NK cells, B cells, macrophages,

and megakaryocytes.

[0007] Accordingly, in ons aspect, the invention features a method of treating
(e.g., curing, suppressing, delaying), meliorating (c.g., lesséning, alleviating,
reducing, decreaging) and/or preventing (e.g., preventing the onset of, or .

. preventmg recurrence or relapse of) an inflammatory or an sutoimmune disorder

in a subject. The method includes: administering to the subject an IL-21/1L-21R
antagonist, ¢.g., in an amount sufficient to treat, ameliorate, or prevent the
disorder or in an amount sufficient to inhibit or reduce immuns cell activity
and/or cell number,

[0008] The IL-21/IL-21R antagonist can be administered to-the subject alone, or
in combinations of IL-21/IL-21R antagonists, or in combination with other

* therapeutic modalities as described herein. Preferably, the subject is & mammal,

.g, 8 human, suffering from or at risk for an inflammatory or an autoimmune
disorder. For example, the method can be used to treat or prevent, in a subject, an
inflammatory or an sutoimmme disorder. Examples of such a disorder inchide,
but are not limited to: transplant/graft rejection; diabetes mellitus (e.g., type I);
miultiple sclerosis; an arthritic disorder (e.g., theumatoid arthritis (RA), juvenile
rheumatoid arthritis, osteoarthritis, psoriatic arthritis, or ankylosing spondylitis
(preferably, RA)); myasthenia gravis; vasculitis; systemic lupus erythematosus
(SLE); glomerulonephritis; autoimmune thyroiditis; a skin inflammatory disorder
(e.g., dermatitis (including atopic dermatitis and eczematous dermatitis),
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scleroderma, or psoriasis); lupus erythematosus; a fibrosis or fibrotic disorder
(e.g., pulmonary fibrosis or liver fibrosis); a respiratory disorder (e.g., asthma or
COPFD); an stopic disarder (e.g., including allergy); or an intestinal inflammatory
disorder (e.g., an IBD, e.g., Crohn's disease or ulcerative colitis),

[0009) Mﬁnmtofudiaordachomﬁmn lupmmytl;mmuu,nnkh
inflammatary disarder (e.g., psoriasis), an intestinal inflammatory disorder (..,
IBD, Crohn’s disease, ulcerative colitis), transplant/graft rejection, asthma, an
atopic disorder, or theumatoid arthritis, using the IL-21 or IL-21R antagonists of
the present invention is preferred.

10010] In one embodiment, the IL-21/IL-21R antagonist interacts with, e.g.,
binds to, IL-21 or IL-21R, preferably, mammalian, e.g., human IL-21 or IL-21R
(referred to herein as an “YL-21 antagonist” and “IL-21R antagonist,”
respectively), and reduces or inhibits onc or more IL-21 and/or JL-21R activities.
Preferred antagonists bind to IL-21 or IL-21R with high affinity, .., with an

' affinity constant of at least about 10’ M, preferably sbout 10* M™’, and more

preferably, about 10° M™! to 10" M! or stronger.

[0011] For example, an IL-21/IL-21R antagonist can reduce and/or inhibit
IL-21R activity by neutralizing IL-21. In one embodiment, the antagonist can be
a fusion protein that includes a fragment of an IL-21R fused to & non-IL-21R
fragment, o.g., an immunoglobulin Fc region. In other embodiments, the
antagonist is an anti-TL-21R or anti-IL-21 antibody or an antigen-binding
fragment thereof, a aoluble form of the IL-21 receptor, 8 peptide or 2 gmall
molecule inhibitor. -

[0012] In one embodiment, the IL-21/IL-21R antagonist is an anti-IL-21R or
anti-IL-21 antibody, or an antigen-binding fragment thereof: e.g., the antibodyis a
monoclonal or single specificity antibody that binds to IL-21, e.g., human IL-21,
or an IL-21 receptor, e.g., human IL-21 receptor polypeptide, or an antigen-
binding fragment thereof (¢.g., an Fab, F(ab);, Fv or a single chain Fv fragment).
Preferably, the antibody is 2 human, humanized, chimeric, or in vitro-generated
antibody to human IL-21 or human II.-21 receptor polypeptide. Preferably, the
antibody is a neutralizing antibody.
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[0013] In other embodiments, the IL-21/IL-21R antagonist includes fll length,
or a fragment of an IL-21 polypeptide, e.g., an inhibitory IL-21 receptor-binding
- domain of an IL-21 polypepi_ida, ¢.8., 8 human IL-21 polypeptide (e.g., a human
1L-21 polypeptide as described herein having an amino acid sequence shown as
SEQ ID NO:19) or & sequence at least 85%, 90%, 95%, 98% or mare identical
thereto; or encoded by a corresponding nucleotide sequence shown as SEQ ID
NO:18 or a scquence at least 85%, 90%, 95%, 98% ar more identical thereto.
Alternstively, the antagonist includes full length (e.g, from about Emino acids
1-538 or 20-538 of SEQ ID NO:2; or from about amino acids 1-529 or 20-529 of
SEQ ID NO:10), or a fragment of an IL-21 receptor polypeptide, ¢.g., an IL-21-
binding domain of an IL-21 receptor polypeptide, e.g., a soluble fragment of an
IL-21R (e.g., a fragment of an IL-21R comprising the extracellular domain of
murine or human IL-21R; e.g., from about amino acids 1-235, 1-236, 20-235,
20-236 of SEQ ID NO:2 (bumsen), or from about amino acids 1-236, 20-236 of
SEQ ID NO:10 (murine), or encoded by the corresponding nncleotides of SEQ ID
_ -NO:l or 9, or a sequenge at least 85%, 90%, 95%, 98% or more identical thereto.
- [0014] In one embodiment, the antagonist is a fugion protein comprising the
aforesaid IL-21 or IL-21 receptor polypeptides or fragments thereof and, e.g.,
fused to a second moiety, e.g., a polypeptide (e.g., an immﬁnoglobulin chain, &
GST, Lex-A or MBP polypeptide sequence). In a preferred embodiment, the
fusion protein includes at least a fragment of an IL-21R polypeptide that is
MIe of binding IL-21, e.g., a soluble frlgment of an IL-21R (e.g,a ﬁagmmt
of an IL-21R comprising the extracellular domain of murine or human IL-21R,
e.g., from abont amino acids 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 of SEQ ID NO:2
(buman), or from about amino acids 1-236, 20-236 of SEQ ID NO:10 (murine),
or encoded by the corresponding nucleotides of SEQ ID NO:1 or 9, or a sequence
at least 85%, 90%, 95%, 98% or more identical thereto) and, ¢.g., fused to, a
second moiety, e.g., a polypeptide (e.g., an immunoglobulin chain, an Fe
fragment, a heavy chain constant regions of the various isotypes, including: IgG1,
1gG2, IgG3, IgG4, IgM, IgAl, 1gA2, IgD, end IgE). For example, the fuxion
protein can include the extracellular domain of human IL-21R, e.g., from about
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amino acids 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 of SEQ ID NO:2, and, e.g., fused to, a
humsan immunoglobulin F chain (e.g., human IgG, e.g,, buman IgGl, e.g., a
naturally occurring human IgG1 or a mutated for of human IgG1). In one
mbﬁdimm;thehnaneseqmehmbemmutatedatoneormmunino
acids, e.g., mutated at residues 254 and 257 of SEQ ID NO:28, from the naturelly
occurringaequmeetoredqnchmq:tm'binding In other embodiments, the
fusion protein can include the extracellular domain of murine IL-21R, e.g., from
ebout amino acids 1-236, 20-235 of SEQ ID NO:10 (murine), and, e.g,, fused to,
a murine immunoglobulin Fc chain (e.g., murine IgG, e.g., murine IgG2aora
mutated form of murine IgG2a).
[0015] The fusion proteins may additionally include a linker sequence joining the
first moiety, e.g., an IL-21R fragment, to the second moiety, e.g., the
immunoglobulin fragment. In other embodiments, additional amino acid
sequences can be added to the N- or C-terminus of the fusion protein to facilitate
expression, steric flexibility, detection, and/or isolation or purification.
{0016} Examples of antagonisfic fusion proteins that can be used in the methods
of the invention are shown in FIGS. 7-15. In onc embodiment, the fasion protein
includes an amino acid sequence chosen from, e.g., SEQ ID NO:23, SEQ ID
NO:25, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:33, SEQ
ID NO:35, SEQ ID NO:37, or SEQ ID NO:39, or a sequence at lesst 85%, 90%,
95%, 98% or more identicil thereto. In other embodiments, the fusion protein
includes an arhino acid sequence encoded by a nucleotide sequence chosen from,
e.g, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQID
NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, or SEQ ID NO:38, or a
sequence at least 85%, 90%, 95%, 98% or more identical thereto. Preferred
fusion proteins have the amino acid sequence shown as SEQ ID NO:25 or SEQ
ID NO:29 (FIGS. 8A-8C and 10A-10C, respectively), or a sequence at least 85%,
90%, 95%, 98% or more identical thereto. In other embodiments, the fusion
protein includes an amino acid sequence encoded by a nucleotide sequence
chosen from, e.g., SEQ ID NO:24 or SEQ ID NO:28 (FIGS. 8A-8C and
10A-10C, respectively), or a sequence at least B5%, 90%, 95%, 98% or more
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identical thereto, Most preferably, the fusion protein has the amino acid sequence
shown as SEQ ID NO:29 or has an amino acid sequence encoded by a nucleotide
sequence shown as SEQ ID NO:28 (FIG. 10A-10C).

{0017] The IL-21/IL-21R antagonists described herein, ¢.g., the fusion protein
dum'bedhﬂuin.mbedmivuizedorlinhdlnmoﬂwrﬁmcﬁmﬂmolecule.ng.,
another peptide or protein (e.g., an Fab® fragment). For example, the fusion
protein or an antibody, or antigen-binding portion, can be functionally linked
(0.g., by chemical coupling, genetic fusion, noncovalent association or otharwise)
tooneormm'eothﬁmolecularenﬁﬁ,mﬁhnmantibody(e.g.,abispeciﬁcon
multispecific antibody), toxins, radioisotopes, cytotoxic or cytostatic agents,
among others. .

[0018] In one embodiment, the IL-21/IL-21R antagonists described herein, e.g.,
. the phannaceutical compositions thereof, ere administered in combination

therapy, i.e., combined with other agents, e.g., therapeutic agents, which are
useful for treating inflammatory or autoimmune disorders, e.g., a disorder chosen
from one or more of: an arthritic disorder (including RA, juvenile rheumatoid
arthritis, osteoarthritis, psoriatic arthritis, or ankylosing spondylitis); SLE;
glomerulonephritis; a akin inflammatory disorder (e.g., psoriasis); a respiratory
disorder (e.g., asthma, COPD); an atopic disorder; a fibrotic disorder (e.8.,
pulmonary fibrosis or liver fibrosis); an intestinal inflammatory disorder (e.g., an

- IBD, e.g., Crohn’s disease or ulcerative colitis); or transplant/graft rejection. For _

example, the comlsination therapy can include one or more IL-21/IL-21R
sntagonists, ¢.g., an anti-IL-21 or anti-]L-21R antibody or an antigen-binding
fragment thereof; an IL-21R fusion protein; a soluble IL-21R receptor; a peptide
inhibitor or a small molecule inhibitor) coformulated with, and/or coadministered
with, one or more additional therapentic agents, e.g., one or more cytokine and
growth factor inhibitors, immunosuppressants, anti-inflammatory agents,
metabolic inhibitors, enzyme inhibitors, and/or cytotoxic or cytostatic agents, as
[0019] Examples of preferred additional therapeutic agents that can be
coadministered and/or coformulated with one or more IL-21/IL-21R antagonists,
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inchude, but are not limited to, one or more of: TNF antagonists (¢.g., chimeric,
homanized, human or ix vitro-generated antibodies, or antigen-binding fragments
thereof, that bind to TNF; soluble fragments of a TNF receptor, e.g., p55 or p75
‘human TNF receptor or derivatives thereof; 6.g, 75 kdTNFR-IgG (75 kDa TNF
receptor-IgG fusion protein, ENBREL™), pS5 kDa TNF receptor-IgG fusion
protein; TNF enzyme antagonists, e.g., TNFa converting enzyme (TACE)
inhibitors); antagonists of IL-6, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-22; T cell and B
~cell depleting agents (e.g., anti-CD4 or anti-CD22 antibodies); small molecule

_ inhibitors, e.g., methofrexate and leflunomide; sirolimus (rapamycin) and malogs
thereof, 8.g., CCI-779; Cox-2 and cPLA?2 inhibitors; NSAIDs; p38 inhibitors,

" TPL-2, Mk-2 and NFib inhibitors; RAGE or soluble RAGE; P-sclectin or
PSGL-1 inhibitors (e.g., small molecule inhibitors, antibodies thersto, e.g.,
antibodies to P-sclectin); estrogen receptor beta (ERB) agonists or ERB-NFx
antagonists. Moat preferred additional therapeutic agents that can be
coadministered and/or coformulated with one or more IL-21/IL-21R antagonists
include one or more of: a soluble fragment of a TNF receptor, e.g., pSS ar p75
human TNF receptor or derivatives thereof, e.g., 75 kdTNFR-IgG (75 kDa TNF
receptor-IgG fusion protein, ENBREL™?; methotrexats, leflanomids, or &
girolimus (rapamycin) or an analog thereof, e.g., CCI-779.

[0020] In another aspect, a method for decreasing immune cell activity (e.g., the
activity of one or more of: a mature T cell (mature CD8", CD4", lymph node T
cell, memory T cell), mature NK cell, B cell, antigen presenting cell (APC), e.g.
a dendritic cell, macrophage or megakaryocyte, or a population of cells, e.g., a
mixed or a substantially purified immune cell population, is provided. The
method includes contacting the immune cell with an IL-21/1L-21R antagonist,
e.g., &n antagonist as described herein, in an amount sufficient to decrease
immune cell activity.

{0021] In another aspect, the invention features a fusion protein that includes at
least a fragment of an IL-21R polypeptide, which is capable of binding an IL-21
polypeptide, ¢.8., & soluble fragment of an IL-21R (e.g., a fragment of an IL-21R
comprising the extracellular domain of murine or human IL-21R; ¢.g., from about
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amino acids 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 of SEQ ID NO:2 (human), or from
about amino acids 1-236, 20-236 of SEQ ID NO:10 (muriae), or encoded by the
corresponding nucleotides of SEQ ID NO:1 orSEQlDNO:P.oruequenceat.
least 85%, 90%, 95%, 98% or more identica] thereto) and, .g,, fused 1o, a second
moiety, e.g, a polypeptide (e.g., an immunoglobulin chain, an Fc fragment, a
heavy chain constant regions of the various isotypes, including: IgG1, IsG2,
IgG3, IgG4, IsM, 1gAl, IgA2, IgD, and IgB). For example, the fusion protein can
include the extracellular domain of human I1-21R, e.g., from about amino acids
1-235, 1236, 20-235, 20-236 of SEQ ID NO:2, and, e.g., fused to, s human

" immunoglobulin Fc chain (e.g., lnmen IgG, e.g., human IgG1 or a mutated form
of human IgG1). In one embodiment, the human Fe sequence has been mutated
at one or more amino acids, e.g., mutated at residues 254 and 257 of SEQ ID
NO:28, from the wild type sequence to reduce Fc receptor binding. In other
embodiments, the fusion protein cmincludethén&aeelluludomnin of murine
IL-21R, e.g., from about amino acids 1-236, 20-236 of SEQ ID NO:10 (murine),
and, e.g., fused to, a murine immunoglobulin Fc chain (e.g., murine IgG, e.g.,
murine IgG2a or a mutated form of murine IgG2a). The fusion proteins may
additionally include a linker sequence joining thic IL-21R fragment to the second
moiety. In other embodiments, additional amino acid sequences can be added to
the N- or C-terminus of the fusion protein to facilitate expresgion, detection
and/or isolation or purification,

[0022] The inveation also features micleic acid sequences that encode the fusion
proteins deacribed herein.

[0023] In snother aspect, the invention featnres host cells and vectors containing
the nucleic acids of the invention. Preferably, the host cell is a eukaryotic cell,
e.g., A mammalian cell, an insect cell, or a yeast cell, or a prokaryotic cell, e.g.,
E. coli. For example, the mammalian cell can be a cultured cell or a cell line.
Exemplary mammalian cells include lymphocytic cell lines (e.g., NSQO), Chinese
hamster ovary cells (CHO), COS cells, oocyte cells, and cells from a transgenic
animal, ¢.g., mammary epithelial cell. For example, nucleic acids encoding the
fusion proteins described herein can be expressed in a trenagenic animal. In one
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embodiment, the nucleic acids are placed under the control of a tissue-specific

promoter (e.g., 8 memmary-specific promoter) and the antibody is produced in the

transgenic animal. For example, the fusion protein is secroted into the milk of the
tranagenic animal, such es a transgenic cow, pig, horse, sheep, gost, or rodent.

[0024] In another aspect, the invention provides a process for producing a fusion

protein, .8, a fugion protein as described herein. The process comprises: (a)

" growing a culture of the hostcell of the present invention in a suitable culture
‘medium and (b) purifying the fusion protein from the culture. Proteins produced
according to these methods are also provided.

[0025] In enother aspect, the invention provides compogitions, e.g.,
pharmacentical compogitions, which include a pharmacenutically acceptable
carrier and st least one of IL-21/1L-21R antagonist as described herein (e.g., a
fusion protein described herein). In one embodiment, the compositions, e.g.,
pharmaceutical compositions, comprise a combination of two or more

" IL-21/1L-21R antagonists. Combinations of the IL-21/IL-21R antagonists and a
dmg.e.g..aﬂmupmﬁcagmt(e.g.,émormoreeytoﬁneﬁdgmwth factor
inhibitors, immunosupprossants, anti-inflammatory agents, metabolic inhibitors,
enzyme inhibitors, and/or cytotoxic or cytostatic agents, as described herein) or
an antigen, ¢.g., an antigenic peptide and/or an antigen-presenting cell, are also
within the scope of the invention.

[0026] In one embodiment, the pharmaceutical composition includes an
IL-21/IL-21R antagonist and et least ane additional therapeutic sgent, in a
pharmaceutically acceptable carrier. Examples of preferred additiona! therapentic
agents that can be coformulated in a compogition, e.g., a pharmaceutical
composition, with one or more IL-21/IL-21R antagonists, include, but are not
limited to, one or more of: TNF antagonists (e.g., chimeric, humamized, human or
in vitro-generated antibodies, or antigen-binding fragments thereof, that bind to
TNF; soluble fragments of a TNF receptor, ¢.g., p55 or p75 human TNF receptor
or derivatives thereof, ¢.g., 75 kdTNFR-IgG (75 kDa TNF receptor-IgG fusion
protein, ENBREL™), p55 kDa TNF receptor-IgG fusion protein; TNF enzyme
antagonists, ¢.g., TNFa converting enzyme (TACE) inhibitors); antagonists of

e



-11- . nnnsg

IL-6, IL-12, IL-15, IL-17, IL~18, IL-22; T cell and B cell depleting agenits (e.g.,
anti-CD4 or anti-CD22 antibodies); small molecule inhibitors, e.g., methotrexate
and leflunomide; sirolimus (rapamycin) and snalogs thereof, o.g., CCI-779; Cox-
2 and cPLA2 inhibitors; NSAIDs; p38 inhibitors, TPL-2, Mk-2 and NFxb
inhibitors; RAGE or soluble RAGE; P-selectin or PSGL-1 inhibitors (e.g., small
_ molecule inhibitors, antibodies thereto, e.g., antibodies to P-selectin); estrogen

" receptor beta (ERB) agonists or ERB-NF«b antagonists. Most preferred
additionsl therapentic agents that can be coadministered and/or coformulated with
one or more JL-21/IL-21R antagonists include one or more of: a soluble fragment
of & TNF receptor, e.g., p55 or p75 human TNF receptor or derivatives thereof,
e.g., 75 kdTNFR-IgG (75 kDa TNF receptor-IgG fusion protein, ENBREL™);
methotrexate, leflunomide, or a girolimus (repamyvcin) or an analog thereof, e.g.,
CCI-779.
[0027] In another aspect, the invention features methods to treat, ameliorate, or
provent an atopic disorder in a subject, e.g., 8 mammal, ¢.g., a human. The
method includes: administering to the subject an IL-21/IL-21R antagonist, e.g., in
an amount sufficient to treat, ameliorute, or prevent the disorder or in an amount
sufficient to inhibit or reduce immune cell activity and/or cell number. In one
embodiment, the atopic disorder is allergic agthma. In another embodiment, the
atopic disorder is atopic dermatitis, urticaria, eczema, allergic rhinitis, or allergic
enterogastritis. In one'embodiment, the 1L-21/IL-21R antagonist can be
administered in combination with another therapeutic agent, €.g., a cytokine
irﬂn’bim,mim{mmnmpmml.mmﬁ-inﬂmmnmryagmt.mmzyme
inhibitor, a Jeukotriene antagonist, a bronchodilator, a beta 2-adrenoceptor
agonist, an antimuscarinic, or a mast cell stabilizer. Examples of preferred
therapeutic agents that can be administered in conjunction with an IL-21/JL-21R
antagonist to treat, ameliorate, or prevent an atopic disorder include, e.g., TNF
antagonists, IL-6 antagonists, IL-12 antagonists, IL~15 antagonists, IL-17
antagonists, IL-18 antagonists, I1-22 antagonists, T cell-depleting agents, B cell-
depleting agents, methotrexate, leflunomide, sirolimus (rapamycin) or analogs
thercof, Cox-2 inhibitors, cPLA2 inhibitors, NSAIDs, and p38 inhibitors.

G
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{0028] In another aspect, the invention features methods to treat, ameliorate, or
provent an autoimmune disorder in a subject. The method includes:
administering to the subject an IL-21/IL-21R antagonist, ¢.g., in an amount
sufficient to treat, ameliorate, or prevent the disorder or an in amount sufficient to
inhibit or reduce immune cell activity and/or cell aumber. In one embodiment,
the autoimmune disorder is lupus, e.g., SLE. In one embodiment, ths
TL-21/IL-21R. antagonist can be administered in combination with another
therapeutic agent, e.g., a cytokine inhibitor, a growth factor inhibitor, an
immunosuppressant, an anti-inflammatory agent, a metabolic inhibitor, an
enzyme inhibitor, a cylotoxic agent, or a cytostatic sgent. Examples of prefarred
therapeutic agents that can be administered in conjunction with an IL-21/IL-21R
antagonist to treat, ameliorate, or prevent an autoimmune disorder include, ¢.g.,
TNF antagonists, IL-6 antagonists, [L~12 antagonists, IL-15 antagonists, I.-17
antagonists, IL-18 antagonists, IL-22 antagonists, T cell-depleting agents, B cell-
depleting agents, chlaroquine, hydroxychloroquine, methotrexate, leflunomide,
sirolimus (rapamycin) or analogs thereof, Cox-2 inhibitors, cPLA2 inhibitors,

_ NSAIDs, and p38 inhibitors.

[0029] In another aspect, the invention features methods to treat, ameliorate, or
prevent a fibrotic disorder in a subject. The method includes: administering to
the subject an IL-21/IL-21R antagonist, ¢.g., in an amount sufficient to treat,
ameliorate, or prevent the disorder or an in amount sufficient to inhibit or reduce
immune cell activity and/or cell mumber. For example, the subject may have or
be at risk for fibrosis of an internal organ (e.g., liver fibroais, renal fibrosis, or
pulmonary fibrosis), a dermat fibrosing disorder, or a fibrotic condition of the
ye- .

[0030] In another aspect, the invention features methods of transplanting or
grafting organs, tissues, or cells to a subject. The method includes administering
to the subject an IL-21/IL-21R antagonist, ¢.g., before, during, or after the
transplantation or grafting. The organs and tissucs transplanted/grafed can
include, but are not limited to, e.g., heart, kidney, liver, lung, pancreas, bone
marrow, cartilage, cornea, neuronal tissue, and cells thereof. In one embodiment,
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the IL-21/IL-21R antagonist is administered in combination with another
therapeutic agent, €.g., & cytokine inhibitor, a growth factor inhibitor, an
immunosuppressant, an anti-inflammatory agent, a metabolic inhibitor, an
' enzyme mhib!tor, a cytotoxic agent, and a cytostatic agent. Examples of preferred
therapeutic agents that can be administered in conjunction with IL-21/L-21R
entagonists include, e.g., rapamyrin, cyclosporine, anti-CTLA-4 antibodies, anti-
CD40 antibodies, anti-CD40L antibodies, and anti-CD154 antibodies.
[0031] In another aspect, the invention featurcs a method of evaluating and
treating a transplant/graft recipient for symptoms of transplant/graft rejection or &
disorder sssociated with transplant/graft rejection, e.g., fibrosis or graft-versus-
host-disease (GVHD). The method includes identifying a subject with gymptoms
" of transplant/graft rejection and administering an IL-21/IL-21R antagonist, e.g, in
an amount sufficient to treat or ameliorate the symptoms of transplant rejection.
Symptoms of transplant/graft rejection include, e.g., inflammation, decreased
crgan fanction, sbnormal biopsy, and fibrosis. In another embodiment, the
invention provides a method of preventing (e.g., reducing the risk of)
transplant/graft rejection or a disorder associated with transplant/graft rejection by
administering an I1.-21/IL-21R antagonist.
[0032] In another aspect, the invention featuros methods to treat, ameliorate, or
prevent transplant/graft rejection or a disorder associated with transplant/graft
rejection in a subject. The method features administering to the subject an
" IL-21/IL-21R antagonist in an amount sufficicat to treat or smeliorate, or provent
(e.g., reduce the rigk of), the rejection or in an amount sufficient to inhibit or
reduce immune cell activity and/or cell number. The organs or tissues
transplanted can include, ¢.g., heart, kidney, liver, hing, pancreas, and bone
marrow. In one embodiment, the IL-21/IL-21R antagonist can be administered in
combination with another therapeutic agent, e.g., 8 cytokine inhibitor, a growth
factor inhibitor, an immunosuppressant, an anti-inflammatory agent, a8 metabolic
inhibitor, an enzyme inhibitor, a cytotoxic agent, or a cytostatic agent. Examples
of preferred therapeutic agents that can be administered in conjunction with
IL-21/TL-21R antagonists to treat, ameliorate, or prevent transplant/graft rejection

\'4
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include, e.g., rapamyvin, cyclosporine, anti-CTLA-4 antibodies, anti-CD40
antibodies, anti-CD40L antibodies, and anti-CD154 antibodies.

[0033] The following sets of terms are used interchangeahly herein: “MU-1" and
“IL-21R,” and peptides, polypeptides, and proteins.

[0034] Unless otherwiso defined, ll technical and scientific terms used herein
have the same meaning as commonly understood by one of ordinary skill in the
art to which this invention belonga. Although methods and materials similar or
equivalent to those described herein can be used in the practice or testing of the
invention, suitsblé methods and materials sre describd below, All publications,
petent applications, patents, and other references mentioned herein are
incorporated by reference in their entirety. In the case of conflict, the present
specification, including definitions, will cantrol. In addition, the materials,
methods, and examples are illustrative only and not intended to be limiting,
[0035] Other features and advantages of the invention will be apparent from the
following detailed description and claims. |

BRIEF DESCRIFTION OF THE DRAWINGS

[0036] FIG. 1 depicts the full-length cDNA sequence of murine IL-21R/MU-1.
The mucleotide sequence correspands to nucleotides 1-2628 of SEQ ID NO:9.
{0037] FIGS. 2A-2B depict the amino acid sequences of murine and human
IL21R/ MU-1. FIG. 2A depicts the amino acid sequence of murine
IL-21R/MU-1 (corresponding to the amino acids 1-529 of SEQ ID NO:10).

There is a predicted leader sequence at amino acids 1-19 (predicted by SPScan)
with score of 10.1 (bold-face type). There is a predicted transmembrane domain
at amino acids 237-253 of SEQ ID NO:10 (anderlined). Predicted signaling
motifs include the following regions: Box 1: amino acids 265-274 and Box 2:
amino acids 310-324 (bold and underlined); six tyrosines are located at amino
acid positions 281, 319, 361, 368, 397, and 510, of SEQ ID NO:10. The
WSXWS motif (SEQ ID NO:8) is located at amino acid residue 214 to amino
acid residue 218 (in large, bold-face type). Potential STAT docking sites include,
amino acids 393-398 and amino acids 510-513 of SEQ ID NO:10. FIG. 2B
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depicts the amino acid sequence of human MU-1 (corresponding to SEQ ID
NO22). The Iocation of the predicted signal sequence (about amino acids 1-19 of
SEQ ID NO:2); WSXWS motif (about amino scids 213-217 of SEQ ID NO:2);
and transmembrane domain (about amino acids 236-252, 236-253, 236-254, of
SEQ ID NO:2 (underlined)) are indicated. Potential JAK binding sites, signaling -
motifs and STAT docking sites are also indicated. The approximate location of
these gites is boxed.

0038] FIG. 3 depicts the GAP comparison of human and nmurine MU-1 ¢cDNA
sequences (corregponding to mucleic acids 1-2665 of SEQ ID NO:1 and mucleic
acids 1-2628 of SEQ ID NO:9, respectively). HuMU-1 = human MU-1,
murMU-1 = murine MU-1. Gap Parameters: Gap Weight = 50, Average Match = -
10.000, Length Weight = 3, Average Mismatch = 0.000, Percent Identity =

66.116.

. [0039] FIG. 4 depicts 8 GAP comprison of the buman MU-1 protein
(comresponding to emino acids of SEQ ID NO:2) and the murine MU-1 protein
(corresponding to amino acids of SEQ ID NO:10). The alignment was generated
by BLOSUMG62 amino acid substitution matrix (Henikoff and Henikoff (1992)
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:10915-19). Gap parameters = Gap Weight: 8,
Average Match = 2.9 12, Length Weight = 2, Average Mismatch =-2.003;
Percent Identity = 65.267.

{0040) FIG. 5 depicts.a multiple sequenco alignment of the amino acids of
humen MU-1 (corresponding to SEQ ID NO:2), murine MU-1 (corresponding to
SEQ ID NO: 10), and human L2 beta chain (GENBANK® Accession No.
M26062). Leader and transmembrane domains are undertined. Conserved
cytokine receptor module motifs are indicated by bold-face type. Potential
signaling regions are indicated by underlining and bold-face type.

[0041] FIG. 6 depicts signaling through MU-1. MU-1 phosphorylates STAT 5 in
Clone B7 RPO-MU-1 chimera. Under the conditions specified in Example 3,
signaling through MU-1 results in the phosphorylation of STAT 5 at all time-
points tested. Treatment of controls or the chimeric BAF-3 cells with IL-3
resulted in phosphorylation of STAT 3, but not STAT 1 or §.
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[0042] FIGS. 7A-7B depict en alignment of the nucleotide and amino acid
sequences of human IL-21R monomer (corresponding to amino acids 20-235 of
SEQ ID NO:2) fused at the amino terminal to honey bee leader sequence and
" His6 tags (amino acids 1-44 of SEQ ID NO:23). The nucleotide and amino acid
sequences are shown as SEQ ID NO:22 and SEQ ID NO:23, respectively.
[0043] FIGS. 8A-8C depict an alignment of the nucleotide and amino acid
sequences of human I1L-21R. extracellular domain (corresponding to amino acids
1-235 of SEQ ID NO:2) fused at the C-terminus viz a linker (corresponding to
amino acids 236-243 of SEQ ID NO:25) to human immunoglobulin G1 (IgG1) Fe
" sequence (corresponding to amino acids 244-467 of SEQ ID NO:25). The
micleotide and amino acid sequences are shown as SEQ ID NO:24 and SEQ ID
NO:25, respectively. ) _
[0044] FIGS. 9A-9C depict an alignment of the nucleotide and amino acid
sequences of human I1-21R extracellular domain (corresponding to amino acids
1-235 of SEQ ID NO:2) fused st the C-terminus via a linker (corresponding to
amino acids 236-243 of SEQ ID NO:27) to human immunoglobulin Gt (IgG1) Fe
sequence (corresponding to amino acids 244-467 of SEQ ID NO:27), and Hises
sequence tag (corresponding to amino acids 468-492 of SEQ ID NO:27). The
nucleotide and emino ecid sequences are shown as SEQ ID NO:26 and SEQ ID
NO:27, respectively.
[0045] FIGS. 10A-10C depict an alignment of the nucleotide and amino acid
sequences of buman IL-21R extracellular domain (corresponding to amino acids
1-235 of SEQ ID NO:2) fused at the C-terminus via a linker (corresponding to
amino acids 236-243 of SEQ ID NO:29) to human immunoglobulin G1 (IgG1) Fe
- mutated sequence (corresponding to amino acids 244-467 of SEQ ID NO:29).
The human Fc sequence has been mutated at residues 254 and 257 from the wild-
type sequence to reduce Fc receptor binding. The nucleotide and amino acid
sequences are shown as SEQ ID NO:28 and SEQ ID NO:29, respectively.
[0046] FIGS. 11A-11B depict an alignment of the nucleotide and amino acid
sequences of human IL-21R extracellular domain (corresponding to amino acids
1-235 of SEQ ID NO:2) fused at the C-terminus to a rhodopsin sequence tag.
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The nucleotide and amino acid sequences are ehown as SEQ ID NO:30 and SEQ
ID NO:31, respectively. '

[0047] FIGS. 12A-12C depict an alignment of the nucleotide and amino acid
sequences of human IL-21R extracellular domain (corresponding to amino acids
1-235 of SEQ ID NO:2) fused at the C-terminus to an EK cleavage gite and
.mutated IgG1 Fc region (corresponding to amino acids 236-470 of SEQ ID
NO:33). The nucleotide and amino acid sequences are ghown as SEQ ID NO:32
" and SEQ ID NO:33, respectively.

[0048] FIGS. 13A-13B depict an alignment of the nucleotide and emino acid
scquences of murine IL-21R extracellular domain fused at the C-termirms to
mouse immunoglobulin G2a (IgG2a). The nucleotide (genomic) and amino acid
sequences are shown as SEQ ID NO:34 and SEQ ID NO:35, respectively.

[0049] FIGS. 14A-14B dqncl an alignment of the nucleotide and amino acid
sequences of murine IL-21R extracellular domain fused at the C-terminus to Flag
and Hise sequence tags. The nucleotide (genomic) and amino acid sequences are
shown as SBQ ID NO:36 and SEQ ID NO:37, respectively.

[0050] FIGS. 15A-15B depict an alignment of the nucleotide end amino acid
sequences of (honey bee leader) murine IL-21R extracellular domain fused at the
C-termimms to Flag and Hise sequence tags. The nucleotide (genomic) and amino
acid sequences are shown as SEQ ID NO:38 and SEQ ID NO:39, reapectively.
[0051]} FIG. 16 is a timetale summarizing the prophylactic, therapeutic and
semi-therapeutic treatment schedules for the experiments using collagen-induced
arthritis (CIA) mouse models.

[0052] FIG. 17 is a graph depicting the effects of MuIL-21RFec (200 ug/mouse
3x/week) on a semi-therapentic CIA mouse as a function of days post-treatment.
Mouse Ig (200 pg/mouse 3x/week) was used as & control,

[0053] FIGS. 18A-18B are photographs showing increased expression of IL-21R
mRNA in arthritic paws of mice with CIA (panel A) compared to negative
controls (panel B).

[0054] FIGS. 19 and 20 depict linear graphs showing & marked reduction in the
clinical score of IBD-like symptoms in rats treated with mull-21RFc and

2z
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mEnbrel, compared to the IgG control. FIG. 19, left side panel, is a photogragih
showing in situ hybridization of MU-1 mRNA in the lymphocytes and lymph
nodes of the normal human intestine.

[0055] FIG. 21 is a table summarizing a reduction in histological scoring of
disease severity in  rat IBD model after administration of MulL-21RFc.

[0056] FIG. 22 is a finear graph showing the percentage of graft survival relative
to days post-adoptive tranafer in mice injected with retrovirally transduced T cells
expressing IL-21, mnlL-21RF¢ or control (GFP). '
[0057) FIG. 23 is a lincar graph showing am improvemant of clinical scores in
psoriatic lesions in a CD4SRBhigh adoptive transfer model after administration
of MulL-21RFc. FIG. 23, left haid gide, shows photographs of mice before and
after treatment with MulL-21RFc.

[0058] FIG. 24 is a line graph depicting the levels of airway hyperresponsiveness
(AHR) of ovalbumin (OVA)-sensitized mice challénged with eithér phosphato
buffered saline (PBS) or OVA. Mice were administered sequentially increasing
doses of methacholine. The Penh (enhanced pause) change is an indicator of
AHR' .

[0059] FIGS. 25A-25D are bar graphs depicting numbers of cellg in
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of OV A-sensitized mice challenged with
cither PBS or OVA. FIG. 25A depicts totsl BALF cell numbers. FIG. 25B
depicts numbers of cosinophils in BALF. FIG. 25C depicts mumbers of
lymphocytes in BALF. FIG. 25D depicts numbers of neutrophils in BALF.
Unfilled bars indicate PBS-challenged WT mice; filled bars indicate
OVA-challenged WT mice; gray bars indicate PBS-challenged IL-21R —/— mice;
batched bars indicate OV A-challenged IL-21R —/— mice. * indicates p<0.05 as
determined by Mann-Whitney U test.

[0060] FIGS. 26 and 27 are graphs depicting levels of cytokines in BALF of
OVA-sensitized mice challenged with OVA. FIG. 26 depicts levels of TNFa and
IL-5. FIG. 27 depicts levels of IL-13. Unfilled bars indjcate PBS-challenged WT
mice; filled bars indicate OVA-challenged WT mice; gray bars indicate PBS-

25
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challenged IL-21R —~/— mice; hatched bars indicate OVA-challenged IL-21R ——
mice. * indicates p<0.05 as determined by Mann-Whitney U test. '
[0061] FIGS. 2BA-28B are bar graphs depicting levels of serum IgE in OVA-
sensitized mice challenged with OVA or PBS. FIG. 28A depicts levels of total
serum IgB. FIG. 28B depicts levels of anti-OVA specific IgE. Unfilled bars
indicate PBS-challenged WT mice; filled bars indicate OVA-challenged WT
mice; gray bars indicate PBS-challenged IL-21R —/— mice; hatched bars indicate
OVA-challenged IL-21R —/~ mice. * indicates p<0.05 es determined by Mann-
Whitney U test.

[0062] FIGS. 29A-29D are graphs depicting the levels of circulating dsDNA
autoantibodies in MRL-Fas® mice following treatment with Mull-21RFc or
control. FIG. 29A depicts levels of IgG1. FIG. 29B depicts levels of IgG2a.
FIG. 29C depicts levels of IgG2b. FIG. 20D depicts levels of [gG3. * indicates
p<0.05 as determined by Mann-Whitney U test.

[0063] FIGS. 30A-30D are graphs depicting circulating total 1gG in MRL-Fas*™
mice following treatment with MulL-21RFc or control. FIG. 30A depicts levels
of IgG1. FIG. 30B depicts levels of IgG2a. FIG. 30C depicts levels of IgG2b.
FIG. 30D depicts levels of IgG3. * indicates p<0.05 as determined by Mann-
Whitney U test.

[0064] FIG. 31 is a graph depicting levels of fluorescence in mouse kidney slices
- stained with goat anti-mouse IgG-FITC.

[0065] FIG..32 is a schematic diagram depicting exemplary effects of IL-21 on
immune responses.

[0066] FIG. 33 is a schematic diagram depicting exemplary strategies for
inhibiting the IL-21/IL-21R pathway.

[0067} FIG. 34 is a schematic diagram depicting an exemplary soluble IL-21RFc
receptor fusion protein.

[0068] FIG. 35 is a line graph depicting the mean psoriasis score of
MulL-21RFc-treated and control-treated groups of mice stimulated with

E. tenella (“Etenclla™).
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[0069] FIG. 36 is a table summarizing a delay in onset and reduction of
symptoms of psoriasis in E. tenella-stimulated mice treated with MulL-21RFc
compared to control-treated mice.

[0070] FIG. 37 is a line graph depicting a reduction in weight loss in E. tenella-
stimulated mice treated with MulL-21RFc compared to control treated mice,
Weight index is defined as the ratio of weight measured to initial weight.

[0071] FIG. 38A is a line graph depicting a reduction in mean stool score in

E. tenella-stimulated mice treated with Mull-21RFc compared to control-treated
mice, '

[0072)FIG. 38B i a graph depicting stool scares of individus] £, tenella-
stimulated mice of each treatment group at day 77 post transfer.

[0073] FIG. 39 is a table summarizing the date depicted in FIG. 38A.

[0074] FIG. 40A is a graph depicting serum IFN-y levels in . fenella-stimulated
mice treated with MulL-21RFc compared to control-treated mice.

[0075] FIG. 40B is a graph depicting stool scores for E. tenella-stimulated mice
treated with MulL-21RFc compared to control-treated mice.

[0076] FIG. 41 is a linc graph depicting *H-thymidine incorporation into
activated CD45RB™ and CD45RB® cells following treatment with IL-21.

[0077] FIGS. 42A-B are bar graphs depicting an increase in secretion of
cytokines by activated CD45SRB™ cells following [L-21 treatment.

[0078] FIG. 43 is a bar graph depicting a reduction in secretion of cytokines by
activated CD4SRBY cells following treatment with MulL-21RFc,

[0079] FIG. 44A-B are bar (A) and scatter (B) graphs depicting that, in the
GVHD model of SLE, IL-21R knockout mice engrafted with B6 bm12 spleen
cells do not make anti-dsDNA autoantibodies (A) and IgG deposition is not
observed in the kidneys of these mice (B).

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[0080] Methods and compositions for inhibiting interleukin-21 (IL-21)IL-21

receptor (MU-1) activity using antagonists of IL-21 or IL-21 recepior (“IL-21R”
or “MU-1"), are disclosed. IL-21/IL-21R antagonists can be used to induce
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immune myppression in vivo, e.g., for treating or preventing inflammatory or
autoimmune disorders. (e.g., disorders associated with aberrant activity of one or
more of mature T cells (mature CD8", maturo CD4" T cells), mature NK cells,
B cells, macrophagos and megakaryocytes, including transplant/graft rejection,
psoriasis and antoimmune disorders such as thevmatoid arthritis and IBD).
[0081] In one embodiment, Applicants have shown that a reduction of IL-21R
activity by using & neutralizing fusion protein that includes the axtracelfular
_ domain of the IL-21R fused to an Fc immunoglobulin region ameliorates
inflammatory symptoms in collagen-induced arthritis (CIA) animal models
(Example 7), as well as animal modsls for IBD (Examples 9 and 11), graft
rejection (Example 10), psoriasis (Example 11), and lupus (Example 13).
Expression of IL-21R mRNA is upregulated in the paws of CIA mice

(Bxample 8). Micc deficient in IL-21R show & reduction in antigen-induced
girway inflammation (Exzmple 12). Accordingly, IL-21R binding agents that
antagonizs IL-21/IL-21R sctivity can be used to induce immune suppreasion in
vivo, e.g., for treating or preventing inflammatory or autoimmune disorders (e.g.,
glomerulanephritis, transplant/graft rejection, psoriasis, atopic disorders, asthma,
autoimmune disorders such s theumatoid arthritis and SLE, and IBD (e.g.,
Crohn’s disease, ulcerative colitis)). :

[0082] In order that the present invention may be more readily understood,
detailed description.

[0083] The teem “MU-1," “MU-1 protein,” “Snterleukin-21 receptor” or
“[L21R,” as used herein, refers to a class I cytokine family receptor, also known
2s NILR (WO 01/85792; Parrish-Novak et al. (2000) Nature 408:57-63; Ozaki et
al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97:11439-444). MU-1 is homologous to
the shared b chain of the IL-2 and IL-15 receptors, and IL.4a (Ozaki et al. (2000)
supra). Upon ligand binding, IL-21R/MU-1 is capable of interacting with a
common ¥ cytokine receptor chain (yc) (Asao et al. (2001) J. Immunol. 167:1-5),
and inducing the phosphorylation of STAT] and STAT3 (Asao et al_ (2001)) or
STATS (Ozaki ct al. (2000)). MU-1 shows widespread lymphoid tissue
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distribution. The term “MU-1" refers to a receptor (preferably of mammalian,
e.g., murine or human origin) which is capable of interacting with, e.g., binding
_ to, IL-21 (preferably of mammalian, ¢.g., murine or human IL-21) and having one
of the following features: (i) an amino acid sequence of a naturally occurring
mammalian MU-1 polypeptide IL-21R/MU-1 or a fragment thereof, e.g., an
" amino acid sequence shown as SEQ ID NO:2 (human) or SEQ ID NO:10
(murine) or a fragment thereof; (if) an amino acid sequence substantially
homologous to, e.g., at least 85%, 90%, 95%, 98%, or 99% homologous to, an
-amino acid sequence shown as SEQ ID NO:2 (human) or SEQ ID NO:10
(ouwrine) or & fragment thereof: (iii) an amino acid sequence that is encoded by 8
naturally occurring mammalisn I -21R/MU-1 nucleotide sequence or a fragment
thereof (.., SEQ ID NO:1 (human) or SEQ ID NO:9 (murine) or a fragment
thereof); (iv) an smino acid sequence encoded by a nucleotide sequence which is
substentially homologous to, e.g., at least 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
homologons to, a nucleotide sequence shown as SEQ ID NO:1 (human) or SEQ
ID NO:9 (murinc) or a fragment thiereof: (v) an amino acid sequence encoded by -
a nucleotide sequence degencrate to'a naturally occurring IL-21R/MU-1
nucleotide sequence or a fragment thereof, e.g., SEQ ID NO:1 (human) or SEQ
ID NO:9 (mwrine) or a fragment thereof; or (vi) a mucleotide sequence that
hybridizes to one of the foregoing nucleotide sequences under stringent
conditions, e.g., highly stringent conditions.
j00B4] The IL-21R/MU-1 is of mammalian_ prefersbly, buman origin. The
nucleotide sequence and the predicted amino acid sequence of humsn
IL-21R/MU-1 are shown in SEQ ID NO:1 and SEQ ID NO:2, respectively.
Analysis of the human IL-21R/MU-1 amino scid sequence (SEQ ID NO:2;
FIG. 2B) revealed the following structural festures: a leader sequence (about
emino acids 1-19 of SEQ ID NO:2 (FIG. 2B)); WSXWS motif (sbout amino
acids 213-217 of SEQ ID NO:2); transmembrane domain (sbout amino acids 236-
252 of SEQ ID NO:2 (FIG. 2B)); an extracellular domain from sbout amino acids
1-235 of SEQ ID NO:2; and an intracellular domain from about 253-538 of SEQ
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ID NO:2. 'IhematurehmnmI[JlRMU 1 ubehevedtohmthesequmoeof
amino acids 20-538 of SEQ ID NO:2.

[0085) The IL-21R/MU-1 cDNA was deposited with the American Type Culture
Collection on Mer. 10, 1998, as accession number ATCC 98687.

[0086) Any form of IL-21R/MU-1 proteins of less than full length can be used in
the methods and compositions of the present invention, provided that it retains
the ability to bind to an [L-21 polypeptide. IL-21R/MU-1 proteins of less than
full length, e.g., soluble IL-21R, can be produced by expressing a corresponding
ﬁ'ngmmt of the polynucleotide encoding the full-length MU-1 protein in a host
cell. These comesponding polynucleotide fragments are also part of the present
invention. Modified polynucleotides as described above may be made by
standard molecular biology techniques, including construction of appropriate
desired deletion mutants, site-directed mutagenesis methods or by the polymerase
" chain reaction using appropriate ofigomcleotide primers.

.[0087] As used herein, a “soluble IL-21R/MU-1 polypeptide™ is an
IL-21R/MU-1 polypeptide incapable of anchoring itself in 8 membrane. Such
soluble polypeptides includs, for example, MU-1 or IL-21R polypeptides that
lack a sufficient portion of their membrane-spanning domain to anchor the
polypeptide or are modified such that the membrane-spanning domain is
nonfunctional, e.g., a soluble fragment of an IL-21R (e.g., 8 fragment of an -
IL-21R comprising the extracellular domain of murine or kuman IL-21R includes
an amino acid sequence from sbout amino acids 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 of
SEQ ID NO:2 (human), or from about amino acids 1-236, 20-236 of SEQ ID
NO:10 (murine). A soluble IL-21R/MU-1 polypeptide can additionally include,
e.g., be fused to, a second moicty, ¢.g., 8 polypeptide (e.g., an immmoglobulin
chain, a GST, Lex-A or MBP polypeptide sequence). For example, a fusion
protein can include at least 8 fragment of an IL-21R polypeptide, which is capable
of binding IL-21, e.g., a soluble fragment of an IL-21R (e.g., a fragment of an
IL-21R comprising the extracellular domain of murine or human I-21R; ¢.g.,
from about amino acids 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 of SEQ ID NO:2 (human),
or from about amino acids 1-236, 20-236 of SEQ ID NO:10 (murine), fusedto a
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second moiety, e.g., a polypeptide (¢.g., an immunoglobulin chain, an Fc
fragment, a heavy chain constant regions of the various isotypes, including: IgG1,
1gG2, 1gG3, 1364, IgM, IgA1, IgA2, IgD, and IgB).
[0088] The term “interleukin-21" or “IL-21" refers to a cytokine showing
sequence homology to IL-2, IL4 and IL.-15 (Parrish-Novak et al. (2000) Nature
408:57-63). Despite low sequence homology among interleukin cytokines,
cytokines share a common fold into a “four-helix-bundle” structure that is
representative of the family. It is expressed primarily in activated CD4+ T cells,
and has been reported to have effects on NK, B and T cells (Parrish-Novek et al.
-(2000) supra; Kasaian et al. (2002) supra). IL-21 binds to IL-21R: (also referred
to herein as MU-1 and NILR). Upon IL-21 binding, activation of IL-21R leads fo
STATS or STAT3 signaling (Ozaki et al. (2000) supra). The term “IL-21" or
“IL-21 polypeptide” refers to a protein (preferably of mammalian, e.g., murine or
tmman origin) which is capsble of interacting with, e.g., binding to, IL-2IR
(preferably of mammalian, e.g., murine or human IL-21) and having one of the
following features: (i) an amino acid sequence of a naturally occurring
mammalisn 1L-21 or a fragment thereof, e.g., an arhino acid sequence shown as
SEQ ID NO:19 (humsn) or a fragment thereof;, (if) an amino acid sequence
substantially homologous to, e.g., at least 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
homologouﬂo,anmninoacidsequmce.lhownasSEQlDNO:lthnm)ora
fragment thereof;, (iii) an amino acid sequence which is encoded by a naturally
occurring mammalian IL-21 i_mcleoﬁde sequence or & fragment thereof (e.g., SEQ
IDNO:18 (human) or a fragment thereof); (iv) an amino acid sequence encoded
by a nucleotide sequence which is substantially homologous to, e.g., at least 85%,
90%, 95%, 98%, 99% homologous to, a nucleotide sequence shown as SEQ ID
NO:18 (human) or a fragment thereof; (v) an amino acid sequence encoded bya
mucleotide sequence degenerate to a naturally occurring IL-21 nucleotide
sequence or a fragment thereof, e.g., SEQ ID NO:19 (human) or a fragment
thereof: or (vi) a nucleotide sequence that hybridizes to one of the foregoing
nucleotide sequences under stringent conditions, e.g., highly stringent conditions.

29
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" [0089] The phrase “a biological activity of” a MU-1 or IL-21R polypeptide refers
to one or more of the biological activities of the corresponding mature MU-1
protein, including, but not limited to, (1) interacting with, e.g., binding to, an
IL-21 polypeptide (e.g., 8 hnuman I1.-21 polypeptide); (2) associating with signal
transduction molecules, e.g., y¢, JAK1; (3) stimulating phiosphorylation and/or
activation of stat proteins, e.g., STATS and/or STAT3; and/or (4) modulating,
o.g., stimulating or decreasing, proliferation, differentiation, effector cell function,
cytolytic activity, cytokine secretion, and/or survival of immune cells, e.g., T colls
(CD8+, CD4+ T cells), NK cells, B cells, macrophages and megakaryocytes).
[0090] As used herein, an “IL-21/IL-21R antagonist™ that is useful in the method
of thie invention refers to an agent which reduces, inhibits or otherwise diminishes
one or more hiological activities of an IL-21R/MU-1 polypeptide. In one
preferred embodiment, theantagomst interacts with, e.g., binds to, an
IL-21R/MU-1 polypeptide. In another preferred embodiment, the antagonist
interacts with, e.g., binds to, an IL-21 polypeptide. Antagonism using an
IL-21/1L-21R antagonist does not necessarily indicate a total elimination of the
biological activity of the IL-21R/MU-1 polypeptide and/or the IL-21 polypeptide.
[0091] Asused herein, a “therapeutically effective amount™ of an IL-21/IL-21R
antagonist refers to an amount of an agent which is effective, upon single or
multiple dose administration to a subject, e.g., a human patient, at curing,
roducing the severity of, ameliorating, or preventing one or more symptoms of a
disorder, orin prolnngmgthcmval of the mb]ectbeyond that expected in the
absence of such treatment.

[0092] As used herein, “a prophylactically effective amount” of an IL-21/IL-21R
antagonist refers to an amount of an IL-21/IL-21R antagonist which is effective,
upon gingle or multiple dose administration to a subject, e.g., a human patient, in
preventing or delaying the occurrence of the onset or recurrence of a disorder,
¢.g., 8 disorder as described herein.

[0093] The terms “induce,” “inhibit,” “potentiate,” “clevate,” “increase,”
“decrease™ or ﬁe like, e.g., which denote quantitative differences between two
slates, refer to at least statistically significant differences between the two states.
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[0094] The term “in combination” in this context means that the agants are given
substantially contemporaneously, either simultaneously or sequentially. If given
sequentially, at the onset of administration of the second compound, the first of
the two compounds is preferably still detectable at effective concentrations at the
site of treatment or in the subject.

[0095) Asnsed'hﬂ'nin.'at"ﬁmionprotein”mferstoamtein containing two or
more operably associated, e.g., linked, moieties, e.g., protein moieties.
Preferably, the moieties are covalently associated. The moieties can be directly
associated, or connected via a spacer or linker. '
[0096] As used herein, the term “antibody™ refers to a protein comprising at least
one, and preferably two, heavy (H) chain varisble regions (abbreviated hercin es
VH), and at least one and preferably two light (L) chain varisble regions
(abbreviated herein-as VL). The VH and VL regions can be further subdivided
into regions of hypervariability, termed “complementarity determining regions”
(“CDR"), interspersed with regions that are more conserved, termed “framework
regions” (FR). The extent of the framework region and CDRs has been precisely
defined (see, e.g., Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NTH
Publication No. 91-3242, and Chothia et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-17,
which are incorporated herein by reference). Bach VH and VL is composed of
three CDRs and four FRs, amanged from amino-terminus o carboxy-terminns in
the following order: FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. |
[0097] The antibody can further include a heavy and light chain constant region,
to thereby form a heavy and light immunoglobulin chain, respectively. In one
embodiment, the antibody is a tetramer of two heavy immunoglobulin chains and
two light immunoglobulin chaing, wherein the heavy and light immunoglobulin
chains are intercormected by, e.g., disulfide bonds. The heavy chain constant
region is comprised of three domaing, CH1, CH2 and CH3. The light chain
constant region is eompmed of one domain, CL. The variable region of the
heavy and light chains contains a binding domain that interacts with an antigen.
The constant regions of the antibodies typically mediate the binding of the
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antibody to host tissues or factors, including various cells of the immune system
"(e.g., effector cells) and the first component (Clg) of the classical complement
system.

[0098] As used herein, the term “immunoglobulin® refers to a protein consisting
of one or mors polypeptides substantially encoded by immunoglobulin genes.
(IgA1 and IgA2), gamma (IgG1, IgG2, [gG3, 1gG4), dalta, epsilon and mu
‘constant region genes, as well as the myriad immunoglobulin variable region
genes. Full-length immunoglobulin “light chains™ (about 25 KDa or 214 amino
acids) are encoded by a variable region genc at the NH2-terminus (about 110
.amino acids) and a kappa or lambda constant region gene at the COOH-terminus.
Full-length immunoglobulin “heavy chains” (about 50 kDa or 446 amino acids),
are gimilarly encoded by a variable region gene (about 116 amino acids) and one
of the other aforementioned constant region genes, e.g., gamma (encoding about
330 amino acids).

[0099] As used herein, “isotype” refers to the antibody class (e.g., IgM or IgGl)
that is encoded by heavy chain constant region genes.

[0100] The term “antigen-binding fragment” of an antibody (or simply “antibody
portion,” or “fragment™), as used herein, refers to one or more fragments of a full-
length antibody that retain the ability to specifically bind to an antigen (e.g.,
.CD3). Examples of binding fragments encompassed within the term “antigen-
‘binding fragment” of an antibody include (i) an Fab fragment, a monovalent
fragment consisting of the VL, VH, CL and CH1 domains; (ii) an F(ab");
fragment, a bivalent fragment comprising two Fab fragments linked by a disulfide
bridge at the hinge region; (iii) an Fd fragment consisting of the VH and CH1
domains; (iv) an Fv fragment consisting of the VL and VH domains of & single

arm of an antibody, (v) a dAb fragment (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546),

which consists of a VH domain; and (vi) an isolated complementarity
determining region (CDR). Furthermore, although the two domains of the Fv
‘fragment, VL and VH, are coded for by separate genes, they can be joined, using
recombinant methods, by a synthetic linker that enables them to be made as a

22
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:ingleproteinchniﬂinwhich'theVLdengimpah'toﬁnmmmo“‘lmt
molecules (known as single chaih Fv (scFv); see, e.g., Bird et al. (1988) Science
242:423-26; end Huston ct al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:5879-83).
Such single chain antibodies are also intended to be encompassed within the term
“antigen-binding fragment” of an antibody. These antibody fragments are
obtained uaing conventional techniques known to those with skill in the art, and
qtheﬁamnmﬂmmedﬁ:ruﬁlityinﬂnememmuuminhctanﬁbpdiu.
. -[0101] Sequences similar or homologous (e.g., at least about 85% sequence
identity) to the sequences disclosed herein aro also part of this application. In

. some embodiments, the sequence identity can be about 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or higher. Alternatively, substantial identity
exists when the nucleic acid segments will hybridize under selective hybridization
conditions (e.g., highly stringent hybridization conditions) to the complement of
the strand. The mucleic acids mey be present in whols cells, in 8 cell lysats, or in
a pertially purified or substantially pure form. '
[0102] Calculations of “homology”™ or “sequence identity” between two
sequences (the terms are used interchangeably herein) are performed as follows.
Tho sequences are aligned for optimal comparison putposes (e.g., gaps can be
introduced in ane or both of a first and a second amino acid or nucleic acid
sequence for optimal alignment and nonhomologous sequences can be
disregarded for comparison. purposes). In a preferred embodiment, the length of a
referesice equénce aligned for compariscn purposes is at least 30%, prefersbly st
least 40%, more preferably at least 50%, even more preferably at least 60%, and
even moro preferably at least 70%, 80%, 90%, 100% of the length of the
reference sequence. The amino acid residues or nucleotides at corresponding
amino acid positions or nucleotide positions are then compared. When a posgition
in the firat sequence is occupied by the same amino acid regidue or nucleotide as
the corresponding position in the second sequence, then the molecules are
identical at that position (as used herein amino acid or nucleic acid “identity” is
equivalent to amino acid or nucleic acid “*homology™). The percent identity
between the two sequences is a function of the number of identical positions




Ky

-29. : . NNNag

shared by the sequences, taking into account the number of gaps, and the length
of each gap, which need to be introduced for optimal alignment 6f the two
sequences. ,
[0103] The comparison of sequences and determination of percent identity
betweentwouqumeescanbeanoompﬁsbedusinguhﬂhmﬁmlalguiﬂun. In
a praferred embodiment, the percent identity between two amino acid sequences
 is determined using the Neodleman and Wansch ((1970) J. Mol. Biol. 48:444-53)
algorithm which has been incorporated into the GAP program in the GCG
software packags (availsble at wrw. gog oom), using cither s BLOSUM 62
mlhi?:ornPAWSOmnuix,mdagupweigmoflﬁ. 14,12,10,8,6,or4and a
length weight of 1, 2, 3, 4, 5, or 6. In yet enother preferred embodiment, the

- pescent identity between two nucleotide sequénces is determined using the GAP -
program in the GCG software packege (availshle at www.gcg.com), using a

| NWSgapdna.CMP matrix and a gap weight of 40, 50, 60, 70, or 80 and 2 length
weight of 1,2, 3,4, 5, or 6. A particularly preferred set of parameters (and the
one that should be used if the practitioner is uncertain shout what parameters
ghould be applied to determine if a molecule is within a sequence identity or
homology limitation of the invention) are a BLOSUM 62 scoring matrix with a
gap penalty of 12, a gap extend penalty of 4, and a frameshift gap penalty of 5.
The percent identity between two amino acid or nucleotide sequences can alsobe .
determined using the elgorithm of Moyers and Miller ((1989) CABIOS, 4:11-17)
wh:chhubemmeozpmmdmlntheAUGNpmm(vomZO).uma
PAM120 weight residue table, a gap length penalty of 12 and & gap penalty of 4.
[0104] As used herein, the term “hybridizes under stringent conditions™ describes
conditions for hybridization and washing. Stringent conditions are known to
those skilled in the art and can be found in Current Protoeols in Molecular

. Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Aqueous and nonaqueous
methods are described in that reference and either can be used. A preferred,
example of stringent hybridization conditions are hybridization in 6X sodium
chloride/sodium citrate (SSC) at about 45°C, followed by one or more washes in
0.2X SSC, 0.1% SDS at 50°C. Another example of stringent hybridization
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conditions are hybridization in 6X SSC at about 45°C, followed by one or more
washes in 0.2X SSC, 0.1% SDS at 55°C. A further example of stringent

hybridization. conditions are hybridization in 6X SSC at about 45°C, followed by

one or more waghes in 0.2X SSC, 0.1% SDS at 60°C. Preferably, stringent

hy'bridizaﬁoneondiﬁonsmhyb_ridizdioninﬁXSSCatabouMS“C, followed by

one or more washes in 0.2X SSC, 0.1% SDS at 65°C. Particularly prefarred
highly stringent conditions (and the conditions that should be used if the
practitioner is uncertain about what conditions nhouldbelppliedt.odetﬂmineifa
molecule is within a hybridization limitation of the invention) are 0.5M sodium
phosphate, 7% SDS at 65°C, followed by one or more washes at 0.2X SSC, 1%
SDS at 65°C. The isolated polynucleotides of the present invention may be used
. as hybridization probes and primers to identify and isolate nucleic acids having
sequences identical to or similar to those encoding the disclosed polynucleotides.
Hybridization methods for identifying and isolating nucleic acids inchudo
polymerase chain reaction (PCR), Southem hybridizations, in sifu hybridization
and Notthem hybridization, and are well nown to those siilled in the art.
Further disclosure regarding hybridization conditions and reactions is pmuded _
" herein. _
[0105] Hybridization reactions can be performed under conditions of different
stringency. The stringency of a hybridization reaction includes the difficulty with

which any two nucleic acid molécules will hybridize to one another. Preferably,

each hybridizing polynucleotide hybridizes to its corresponding polynucleotide
under reduced stringency conditions, more preferably stringent conditions, and
most preferably highly stringent conditions. Examples of stringency conditions
are shown in Table 1 below: highly stringent conditions are those that are at least
a8 stringent as, for example, conditions A-F; stringent conditions arc at least as
siringent as, for example, conditions G-L; and reduced stringency conditions are
at least as stringent as, for example, conditions M-R.
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TABLE 1 :

Stringency Poly- Hybrid Length Hybridization ‘Wash Tamperature
Condition nucleotide (bp)’ Tempersture and and Buffer®
Hybrid Buffe®
A DNADNA |[>50 65°C; 1X 8SC -or- | 65°C; 03X SSC.

42°C; 1X 88C,
50% formamide
B 'DNA:DNA | <50 Ty*; 1X 88C Tp*; 1X 8SC
Cc DNARNA |>50 67°C; 1X SSC -ar- | 67°C; 0.3X SSC
45°C; 1X 8SC,
50% formamide
D DNARNA | <50 Tp* 1X SSC Tp*; 1X SSC
] RNA:RNA | >50 706°C; 1X SSC -or- | 70°C; 0.3X SSC
50°C; 1X 8SC,
50% focramide
F RNARRNA | <50 Ty* 1X 88C Ty*: 1X 8SC
16 DNA:DNA | >50 65°C; 4X SSC -or- | 65°C; 1X SSC
42°C; 4X SSC,
50% formamide B
] DNA-DNA | <50 Ty* 4X 8SC Ty*: 4X SSC
I DNARNA | >50 67°C; 4X 88C -or- | 67°C; 1X SSC
45°C; 4X 8SSC,
$0% formamide
J DNA:RNA | <50 T, 4X 8SC T,*: 4X SSC
K RNARRNA | >50 [ 70°C; 4X SSC -or- | 67°C; 1X SSC
' 50°C; 4X SSC, :
. 509‘ formamide
L RNA:RNA | <50 * 7Y SSC Ty* IX SSC
M DNA-DNA | >50 so-c;4xssc-m 50°C; 2X SSC
40°C; 6X SSC,
50% formmide
N DNA-DNA _ | <50 Ty*; 6X 8SC Ty*; 6X SSC
o DNARRNA | >50 55°C; 4X 8SC -or- | 55°C; 2X SSC
42°C; 6X SSC,
50% formamide’
P DNARNA | <50 | Tp*: 6X SSC Tyt 6X
Q RNARRNA | >50 60°C; 4X S8C -or- | 60°C; 2X 8SC
. 455C; 6X SSC,
) soxﬁnmdo
R RNA:RNA | <50 g*: 4X SSC Ty 4X SSC

ﬁhww-mwhmmﬂdwmmwm

When hybridizing 8

polymcieotides.
Mh-wwdmmuwmumnhucmm
polymucieotide. When of known sequencs are ybridized, the hybrid length can be determined by aligning
the scquences of the polynucieotides snd identifying the region or regions of optirmal sequence complamentarity.

I5EPH (1xSSPE is 0.15M NeCl, 10mM Nal;,POy, and 1 25eid EDTA, pH 7.4) can be substituted for 8SC (1x85C is
Mﬂlﬂﬂnﬂl&rﬂnﬂmuﬂh)hhluhﬂnﬁmndmhmmnnﬁnﬂhlsmﬂ

Iytridtantion is compicte.

W -Ta" .mmmhwmnhummummmmuhs-wc
hhhuﬂ;mﬂ.}ddﬂvbﬂ.ﬂmhbhmdmﬂmbhﬂhﬁuw For
rybricta lcas them 18 bage pafrs in length, T{"C) = 2 of A + T bases) + 4(F of G + C bescs). For bybrids between 18 and
49 base pairs in length, To(°C) = B1.5 + 16.6(0gNs") + 0.41(%G + C) - (S0/N), wherw N is the mumbrer of bases tn th
Irybwid, and Na® i the concentration of sodhum ions in (he hybxidization buffer (Na® flr 1X S8C =0.165 M).

Additiona] exxmplos of stringsnty conditions for polynucleotids hybridisation are provided ia Szmbrook et al., Moleculsr
Cloning: A Laborziory Manual, Cha. 9 & 1 1, Cold Spring Habor Press, Coid fipring Harbor, NY (1989), and
Augubel et al., eds., Current Protocols in Moleculer Bislogy, Sects. 2.10 & 6.3-64, John Wilsy & Sans, Ine, (1995), herein
incorporated by refiyeace.
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{0106] The isolated polynucleotides of the present invention may be used as
hybridization probes and primers to identify and isolate DNA having sequences
- encoding allelic variants of the disclosed polynucleotides. Allelic variants are
naturally occurring alternative forms of the disclosed polynucleotides that encode
- polypeptides that are identical to or have significant similarity to the polypeptides
enicoded by the disclosed polynucleotides. Preferably, allelic variants have at
Jeast 90% sequence identity (more preferably, at least 95% identity; most
preferably, at least 99% identity) with the disclosed polynucleotides.

[0107] The isolatéd polynucleotides of the present invention may also be nsed is
‘hybridization probes and primers to identify and isolate DNAs having sequences
encoding polypeptides homologous to the disclosed polynucleotides. These
homologs are polynucleotides and polypeptides isolated from a different species
than that of the disclosed polypeptides and polynucleotides, or within the same
.species, but with significant sequence similarity to the disclosed polynucleotides
and polypeptides. Preferably, polymucleotide homologs have at least 50%
sequence identity (more preferably, at least 75% identity; most preferably, at least
90% identity) with the disclosed polynucleotides, whereas polypeptide homologs
have at least 30% sequence identity (more preferably, at least 45% identity; most
preferably, at least 60% identity) with the disclosed polypeptides. Preferably,
bomologs of the disclosed polymucleotides and polypeptides are those isoluted
from mammalien species.

{0108] The isolsted polynucleotides of the present invention may also be used as’
hybridization probes and primers to identify cells and tissues that express the
polypeptides of the present invention and the conditions under which they are
expressed.

[0109] 1t is understood that the IL-21/IL-21R antagonists of the present invention
may have additional conservative or nonessential amino acid substitutions, which
do not have a substantial effect on their functions. A “conservative amino acid
substitution” is one in which the amino acid residue is replaced with an amino
acid regiduc having & similar side chain. Families of amino acid residues havirig
similar side chains have been defined in the art. These families include amino
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acids with basic side chains (e.g., lysine, arginine, histidine), acidic side chains
-(e.g, aspartic acid, glutamic acid), uncharged polar side chains (e.g., glycine,
asparagine, glutamine, serine, threonine, tyrosine, cysteine), nonpolar side chains
(e.g., alsnine, valine, leucine, isoleucine, proline, phenylalanine, methionine,
tryptophan), beta-branched side chains (e.g,, threonine, valine, isoleucine) and
sromatic side chains (e.g., tyrdsine, phenylalanine, tryptophan, histidine).

[0110] ‘The torm “recombinant host cell” (or simply “host cell”), as used herein,
is intended to refer to & oall info which 8 recombinant expression vector has been
introduced. It should be understood that such terms are intended to refer not only
to the particular subject cell but also to the progeary of such a cell. Because
cartain modifications may occur in succeeding generations due to cither mutation
or environmental influences, such progeny may not, in fact, be identical to the

. parent cell, but are still included within the scope of the term “host cell™ as used
herein.

IL-2V/IL-21R Antagonpists

[0111] In one embodiment, an IL-21R/MU-1 polypeptide or active fragments
thereof may be fased to a second moiety, ¢.g., an immunoglobulin or a fragment
thereof (c.g., an Fe binding fragment thereof). For example, soluble forms of the
IL-21R/MU-1 may be fused through “linker™ sequences to the Fc portion of an
immunoglobulin. Other fasions proteins, such as those with GST, Lex-A or
MBP, may also-be uséd. |

{0112] The fusion proteing may additionally include a linker sequence joining the
IL-21 or IL-21R fragment to the second moiety. For example, the fusion protein
can include a peptide linker, e.g., a peplide linker of about 4 to 20, more
preferably, 5 to 10, amino acids in length; in one embodiment, the peptide linker
is 8 amino acids in length. Each of the amino acids in the peptide linker is
selected from the group consisting of Gly, Ser, Asn, Thr and Ala; in one
embodiment, the peptide linker includes a Gly-Ser element. In other
embodiments, the fusion protein includes a peptide linker and the peptide linker
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includes a sequence having the formula (Ser-Gly-Gly-Gly- Gly)y wherein y is 1,

2,3,4,5,6,7,0r8.
{0113]) In other embodiments, additional amino acid sequences can be added to
the N- or C-terminus of the fusion protein to facilitate expression, detection
and/or isolation or purification. For example, IL-2}1/1L-21R fusion protein may
beﬁnkedtéoneornmmaddiﬁmnlmoieﬁu.e.g.,GST,Hiutag,FLAth. For
example, the fusion protein may additionally be linked to a GST fusion protein in
which the fugion protein sequences are fused to the C-terminus of the GST (i.e.,
glutathione S-transferase) sequences. Such fusion proteins can facilitate the
purification of the MU-1 fusion protein_
[0114] In another embodiment, the fusion protein includes a heterologous signal
sequence (i.e., a polypeptide sequence that is not present in a polypeptide encoded
by a MU-1 nucleic acid) at its N-terminus. For example, the native MU-1 signal
' sequence can be removed and replaced with a signal sequence from another
protein. In certain host cells (c.g., mammalian host cells), expression and/or
“secretion of MU-1 can be increased through use of a heterologous signal
. [0115] A chimeric or fusion protein of the invention can be produced by standard
recombinant DNA techniques. For example, DNA fragments coding for the
different polypeptide sequences are ligated together in-frame in accordance with
conventional techniques, ¢.8., by employing blunt-ended or stagger-ended termini
 for ligation, restriction enzyme digestion to provide for appropriate termini,
filling-in of cohesive ends as appropriate, alkaline phosphatase treatment to avoid
undesirable joining, and enzymatic ligation. In another embodiment, the fasion
gene can be synthesized by conventional techniques including automated DNA
synthesizers. Alternatively, PCR amplification of gene fragments can be carried
_oﬁushgmchorpﬁmemthﬂgiveﬁsetooomplanenﬂryovahnhgsbetwemm
consecutive gene fragments that can subsequently be annealed and reamplified to
generate a chimeric gene sequence (see, for example, Ausubel et al. (eds.) Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, 1992). Moreover, many
expresgion vectors are commercially available that encode a fusion moiety (e.g.,
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an Fe region of an immunoglobulin heavy chain). A MU-1-encoding nucleic acid
can be cloned into such an expression vector such that the fusion moiety is linked
. in-frame to the immunoglobulin protein. In some embodiments, MU-1 fugion
polypeptides exist as oligomers, such as dimers or trimers. The first polypeptide,
and/or mcleic acids encoding the first polypeptide, can be constructed using
methods known in the art. '

[0116) In some embodiments, the MU-1 polypeptide moiety is provided as a
variant MU-1 polypeptide having a mutation in the naturally occurring MU-1
sequence (wild type) that results in higher affinity (relative to the nonmutated
sequence) binding of the MU-1 polypeptide to an IL-21. -

{0117] In some embodiments, the MU-1 polypeptide moiety is provided as a
variant MU-1 polypeptide having mutations in the naturally occurring MU-1
sequence (wild type) that results in a MU-1 sequence more resistant to proteolysis
(relative to the nonmntated sequence). In some embodiments, the first
polypeptide includes full-length MU-1 polypeptide. Altarnatively, the first
polypeptide comprises less than full-length MU-1 polypeptide.

[0118] A signal peptide that can be included in the fusion protein is
MPLLLLLLIIPSPLHP (SEQ ID NO:21). 'If desired, one or more amino acids
can additionally be inserted between the first polypeptide moiety comprising the
MU-1 moiety and the second polypeptide moiety.

[0119] The second polypeptide is preferably soluble. In some embodiments, the
second polypeptide eahances the half-life, (e.g., the serom hal€-Jife) of the linked
polypeptide. In some embodiments, the second polypeptide includes a sequence
that facilitates association of the fusion polypeptide with a second MU-1
polypeptide. In preferred embodiments, the second polypeptide includes at least a
region of an immumoglobulin polypeptide. Imumunoglobulin fugions polypeptides
are known in the art and are described in, e.g., U.S. Patent Nos. 5,516,964;
5,225,538; 5,428,130, 5,514,582; 5,714,147; and 5,455,165.

[0120] In same embodiments, the second polypeptide comprises a full-length
immunoglobulin polypeptide. Altemnatively, the second polypeptide comprises
leas than full-length immunoglobulin polypeptide, ¢.g., a heavy chain, light chain,
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. Fab, Faby, Fv, or Fc. Preferably, the second polypeptide includes the heavy chain
of an immunoglobulin polypeptide. More preferably, the second polypeptide
includes the Fc region of an immunoglobulin polypeptide.
{0121] In another aspect of the invention, the second polypeptide has less
effector fanction that the effector function of a Fc region of a wild-type
immunoglobulin hesvy chain. Fc effector function includes for cxample, Fc
receptor binding, complement fixation and T cell depleting activity (see, c.g.,
U.S. Patent No. 6,136,310). Methods for assaying T cell-depleting activity, Fc
effector function, and antibody stability are known in the art. In one embodiment,
the second polypeptide has low or no afﬁnityforﬂléFcreceptor. Inan
alternative embodiment, the second polypeptide has low or no affinity for
‘complement protein Clq. ' =
[0122] A preferred second polypeptide sequence includes the amino acid
sequence of SEQ ID.NO: 17. This sequence includes an Fc rogion. Underlined
.amino acids are those that differ from the amino acid found in the corresponding
position of the wild-type immunoglobulin sequence: '
nnﬂuxmmmqgagHnnmmw@mmnnmunnumnvn3n~nﬂg::§:vmnnnwnammnmm§ :
BREEMTRNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPEENYKTTPPVLDSDASFFLYSKLTVDKERNQ
QUNVFSCSVMREALHNHYTOXSLELSPGK (SEQ ID KO:17)
[0123] Examples of antagonistic fusion proteins that can be used in the methods
" of the invention are shown in FIGS. 7-15. In one embodiment, the fusion protein
includes an amino acid sequence chosen from, e.g., SEQ ID NO:23, SEQID ..
NO:25, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:33, SEQ
ID NO:35, SEQ ID NO:37, or SEQ ID NO:39, or a sequence at least 85%, 90%,
95%, 98% or more identical thereto. In other embodiments, the fusion protein
includes an amino acid sequence encoded by a nucieotide sequence chosen from,
e.g, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID
NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, or SEQ ID NO:38, ora
sequence at least 85%, 90%, 95%, 98% or more identical thereto. Preferred
fusion proteing have the amino acid sequence shown as SEQ ID NO:25 or SEQ
ID NO:29 (FIGS. 8A-8C and 10A-10C, respectively), or a sequence at least 85%,
90%, 95%, 98% or more identjcal thereto. In other embodiments, the fusion

nons4~
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protein includes an amino acid sequence encoded by a nucleotide sequence
chosen from, ¢.g., SEQ ID NO:24 or SEQ ID NO:28 (FIGS. 8A-8C and 10A-
10C, respectively), or a sequence at least 85%, 90%, 95%, 98% ar more identical
thereto. Moast preferably, the fusion protein has the amino acid sequence shown
as SBQ ID NO29, or has &n amino acid sequence encoded by a nucleotide
sequence shown as SEQ ID NO:28 (FIG. 10A-10C). '

[0124] In other embodiments, the IL-21/IL-21R antagonists are antibodies, or
antigen-binding fragments thereof, that bind to IL-21 or IL-21R, preferably,
mammalisn (e.g., human or murine) IL-21 or I1-21R.

[0125] MU-1 proteins of the invention may also be used to immunize animals to
obtain polyclonal and monoclonal antibodies which specifically react with the
MU-1 protein and which may inhibit binding of ligands to the receptor. Such
antibodies may be obtained using the entire MU-1 ns an immunogen, or by using
fragments of MU-1. Smaller fragments of the MU-1 may also be used to
immyunize animals, The peptide immunogens sdditionally may cantain a cystsine
residue at the carboxyl termins arid are conjugated to a hapten such as keyhole
limpet hemocyanin (KLH). Additional peptide immunogens may be generated by
replacing tyrosine residues with sulfated tyrosine residucs. Methods for
synthesizing such peptides are well known in the art.

[0126]) Neutralizing or nonmeutralizing antibodies (preferably monoclonal
antibodies) binding to MU-1 protein may also be useful in the treatment of
conditions described sbove. These neutralizing monoclona) mﬁbod:elmnybo
capable of blocking ligand binding to the MU-1 receptor chain.

[0127] The present invention further provides for compositions comprising an
antibody that specifically reacts with an IL-21 or an IL-21R.

[0128] Human monoclonal antibodies (mAbs) directed against IL-21 or IL-21R
can be generated using transgenic mice camrying the human immunoglobulin
genes rather than the mouse system. Splenocytes from these transgenic mice
immunized with the antigen of interest are used to produce hybridomas that
secrete human mAbs with specific affinities for epitopes from a humen protein
(see, e.g., Wood et al., Internationat Publication WO 91/00906, Kucherlapati et
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al,, Internationa! Publication WO 91/10741; Lonberg et al., International |
Publication WO 92/03918; Kay et al., International Publication WO 92/03917;
Lonberg et al. (1994) Nature 368:856-59; Green et al. (1994) Nat. Genet. 7:13-
21; Morrison et al. (1994) Proc. Nail. Acad. Sci. U.S.A. 81:6851-55; Bruggeman
et al. (1993) Year Immunol. 7:33-40; Tuaillon et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 90:3720-24; Bruggeman et al. (1991) Exr. J. Immsmol. 21:1323-1326).
[0129] Monoclonal antibodies can also be generated by other methods known to
those skilled in the art of recombinant DNA technology. An altemative method,
referred to as the “combinntorial antibody display” method, has been developed to
identify and isolate antibody fragments having a particular antigen specificity, and
can be utilized to produce monoclonal antibodies; this method is well known in
the art. Aﬁuimnnnﬁzingmanimalwithmimnmgm.themﬁbadyrepﬁmin
of the resulting B cell pool is cloned. Methods are generally known for obtaining
the DNA sequence of the varisble regians of a diverse population of
immunoglobulin molecules by using a mixture of oligomer primers and PCR.

For instance, mixed oligonucleotide primers corresponding to the 5° leader
(signal peptide) sequences and/or framework 1 (FR1) sequences, as well as
primer to a conserved 3' constant region primer can be used for PCR
amplification of the heavy and light chain variable regions from a mumber of
murine antibodics (Larrick et al. (1991) Biotechniques 11:152-56). A similar
strategy can also boen used to amplify buman heavy and light chain varisble
regions from human entibodies (Larrick et al’ (1991) Methods: Companion to
Methods in Enzymology 2:106-10).

[0130) Chimeric antibodies, including chimeric immunoglobulin chains, can be
produced by recombinant DNA techniques known in the axt. Far example, a gene
encoding the Fc constant region of a murine (or other species) monoclonal
antibody molecule is digested with restriction enzymes to remove the region
encoding the murine Fc, and the equivalent portion of a gene encoding a human
Fc constant region is substituted (see, e.g., Robinson et al., International Patent
Publication PCT/US86/02269; Akira et al., European Patent Application 184,187;
Taniguchi, Buropean Patent Application 171,496; Morrison et al., Buropean
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Patent Application 173,494; Neuberger ¢t al., International Publication

WO 86/01533; Cabilly et al. U.S. Patent No. 4,816,567; Cabilly et al, European
Patent Application 125,023; Better et al. (1988) Science 240:1041-43; Liu et al.
(1987) Proc. Nail, Acad. Sci. U.S.A. 84:3439-43; Liu et al. (1987) J. Imimunol.
139:3521-26; Sun et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:214-18;
Nishimura ct al. (1987) Canc. Res. 47:999-1005; Wood et al. (1985) Nature
314:446-49; Shaw et al. (1988) J. Natl, Cancer Inst. 80:1553-59).

[0131] An antibody or an immunoglobulin chain can be humanized by methods
. known in the art. Humanized ntibodies, inchuding humsnized immunoglobulin
chains, can be generated by replacing sequences of the Fv variable region that are
not directly involved in antigen binding with equivalent sequences from human
Fv variable regions. General methods for generating humenized antibodies are
provided by Morrison (1985) Science 229:1202-07; Oi et al. (1986) .
BioTechnigues 4:214; and Queen et al, U.S. Patent Nos, 5,585,089, 5,693,761 and
5,693,762, tho contents of all of which are hareby incorporated by reference.
Those methods include isolating, manipulating, and expressing the nucleic acid
sequences that encode all or part of immunoglobulin Fv variable regions from at
least ono of a heavy or light chain. Sources of such nucleic acids are well known
to those skilled in the art and, for example, may be obtained from a hybridoma

- producing an antibody against a predetermined targét. The recombinant DNA
encoding the humanized antibody, or fragment thereof, can then be cloned into an
[0132] Humanized or CDR-grafted antibody molecules or immunoglobulins can
be produced by CDR-grafting or CDR substitution, wherein one, two, or all
CDRs of an immunoglobulin chain can be replaced (see, e.g., U.S. Patent No.
5,225,539; Jones et al. (1986) Nature 321:552-25; Verhoeyan et al. (1988)
Science 239:1534; Beidler et al. (1988) J. Immunol. 141:4053-60; Winter, U.S.
Petent No. 5,225,539, the contants of all of which are hereby incorporated by
reference. Winter describes a CDR-grafting method that may be used to prepare
the humanized antibodies of the present invention (U.X. Patent Application

GB 2188638A, filed on March 26, 1987; Winter U.S. Patent No. 5,225,539, the
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contents of which are hereby incorporated by reference). Al of the CDRs of a
particular humsn antibody may be replaced with at least a portion of a nonbumsn
CDR or only some of the CDRs may be replaced with nonbuman CDRs. It is
onlynwmyhrephcgthennmbaof@hmqﬁredforbhﬂingoﬂhe
tumanized antibody to a prodetermined antigen.

[0133] Monoclonal, chimeric and Immanized antibodies, which have been
modified by, e.g., deleting, adding, or substituting other portions of the antibody,
e.g., the constant region, are also within the scope of the invention. For example,
* am antibody can be modified by: (i) deleting the constant region; (ii) replacing the
constant region with another constant region, e.g., a corstant region meant to
increase half-life, stability or affinity of the antibody, or a constant region from
motherapeciuormh‘bodydm;or(ﬁi)modifyingmormmﬁimaﬁdsin
themnmntregiontodm.furexnnple.themba‘ofglyoouﬁaﬁpndm
effector cell fonction, Fc receptor (FcR) binding, complement fixation, among
others.

[0134] Methods for altering an antibody constant region are known in the art.
Antibodies with altered function, e.g. altered affinity for an effector ligand, such
a3 FcR on 2 cell, or the C1 component of complement, can be produced by
replacing at least one amino acid residus in the constant portion of the antibody
with o difforent residue (see, e.g., EP. 388,151 A1, U.S. 5,624,821 and USS.

. 5,648,260, the contents of all of which are hereby incorporated by reference).

Sumllrtypesofaltﬂ'ahonlcouldbodmm'bedthamfapphedtothemmnoor
other species immunoglobulin, would reduce or eliminate these functions.
[0135] For example, it is possible to alter the affinity of an Fc region of an
antibody (e.g., an 1gG, such as a human IgG) for an FcR (e.g., Fc gammaR1), or
for C1q binding by replacing the specified residue(s) with a residue(s) having an
appropriate functionality on its gide chain, or by introducing a charged functional
group, such as glutamate or aspartate, or perhaps an aromatic nonpolar residus
such as phenylalanine, tyrosine, tryptophan or alanine (see, e.g., U.S. 5,624,821).
[0136] Aming acid sequences of IL-21 polypeptides are publicly known. For
example, the nucleotide sequence and amino acid sequence of a human I1-21 is
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-available at GENBANK® Acc. No. X_011082. The disclosed human IL-21

mucleotide sequence is presented below:
1 gctgaagtga aaacgagacc aaggtctagce tctactgttg gtacttatga gatccagtee

61 tggcaacatg gagaggattg tcatctgtet gatggtcatc ttcttgggga cactggtcea -

121 caaatcaagc tcccaaggtc aangatcgeca catgattaga atgegtcaac ttatagatat
181 tgttgatcag ctgaasaatt atgtgaatga cttggtecect gaatttctge cagctccaga
241 agatgtagag acaaactgtg agtggtcagc titttcctgce tttcagaagg cccaactaaa
301 gtcagcaaat acaggaaaca atgaaaggat aatcaatgta tcaattaaaa agctgaagag
361 gaaaccacct tccacaaatg cagggagaag acagaaacac agactaacat gocccttcatg
431 tgattcttat gagasaaaac cacccaaaga attcctagaa agattcaaat cacttctecoa
401 aaagatgatt catcagcatc tgtectctag aacacacgga agtgaagatt cctgaggatc
541 taacttgcag ttggacacta tgttacatac tctaatatag tagtgaaagt catttctttg
601 tattccaagt ggaggag (SEQ ID MNO:18)

{0137] "The amino acid sequence of the disclosed human IL-21 polypeptide is
presented belaw:
MRSSPGNMERIVICLMVIFLOTLVEKSSSQGODRHMIRMRQL IDIVDQLXNYVRDLVPEFLPAPED

VETRCEWSAFSCPOKAQLKSANTGNNERI INVE IKKLKRKPPSTNAGRRQKHRLTCPECDSYEKKE
PREFLERFKSLLOXNTHQHLSSRTHGSEDS (SEQ ID NO:19)

[0138] The inveation also encompasses nucleic acids that hybridize to the
nucleotide sequence set forth in SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24,
SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQID
'NO:34, SEQ ID NO:36, or SEQ ID NO:38, under highly stringent conditions (for
example, 0.1X SSC at 65° C.). Isolated polynucleotides which encode MU-1
proteins or fasion proteins, but which differ from the mucleotide sequence set
forth in SEQ ID NO:1, SBQID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, or SEQ
ID NO:38, by virtue of the degeneracy of the genetic code are also encompassed
by the'present invention. Vmaummﬂ:emlwudelequmceumfoﬂhm '
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ 1D NO:28,
SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, or SEQ ID
NO:38, which are caused by point mutations or by induced modifications are also
included in the invention.

[0139] The isolated polynucleotides of the invention may be operably linked to
an expression control sequence such as the pMT2 or pED expression vectors
disclosed in Kaufman ct al. (1991) Nucleic Acids Res. 19:4485-90, in order to
produce the MU-1 protein recombinantly. Many suitable expression control
sequences are known in the art. General methods of expressing recombinant
proteins are also known and are exemplified in Kaufman (1990) Methods in
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Enzymology 185:537-66. As defined herein “operably linked™
enzymatically or chemically ligated to form a covalent bond between the isolated
polymucleotide of the invention and the expression control sequence, in such s
way that the MU-1 protein is expressed by a host cell which has been transformed
(transfected) with the ligated polynucleotide/expression control sequence.
10140] The term “vector”, es used herein, is intended to refer to a micleic acid
molecule capable of transporting another mucleic acid to which it has been linked.
One type of vector is a “plasmid™, which refers to a circular double-stranded
DNA loop into which additional DNA segments may be ligated. Another type of
vector is a viral vector, wherein additional DNA sogments may be ligated into the
viral genome. Certain vectors are capable of autonomous replication in a host
cell into which tiiey are introduced (e.g., bacterial vectors having a bacterial
arigin of replication and episomal mammalian vectors). Other vectors (e.g.,
nonepisomal mammalian vectors) can be integrated into the genome of a host cell
upon introduction into the host cell, and thereby arc replicated along with the host
genome. Moreover, certain vectors are cepable of directing the expression-of
genes to which they are opertively linked. Such vectors are referred to herein as
“recombinant expression vectors™ (or simply, “expression vectors™). In general,
" expression vectors of utility in recombinant DNA techniques are often in the form
of plasmids, In the present specification, “plasmid” and “vector” may be used
interchangeably as the plasmid ig the most commonly used form of vector.
However, the invention is intended to include such other forms of expreasion
vectors, such as viral vectors (e.g., replication defective retroviruses,
adenoviruses and adeno-associated viruses), which serve equivalent fimctions.
[0141] The term “regulatory sequence” is intended to include promoters,
enhancers and other expression control elements (e.g., polyadenylation signals)
that control the transcription or translation of the antibody chain genes. Such
regulatory sequences are described, for example, in Goeddel (1990) Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San
Diego, CA. Tt will be appreciated by those skilled in the art that the design of the
expression vecior, inclnding the selection of regulatory sequences may depend on
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such factors as the choice of the host cell to be transformed, the level of
expression of protein desired, etc. Preferred regulatory sequences for mammalian
host cell expression include viral elements that direct high levels of protein
expression in mammalian cells, such a8 promoters and/or enhancers derived from
FF-1a promoter and BGH poly A, cytomegalovirus (CMV) (such as the CMV
promoter/enhancer), Simian Virus 40 (SV40) (such as the SV40
promoter/enhancer), adenovirus, (e.g., the-adenovirus major late promoter
(AAMLP)) and polyoma. For further description of viral regulatory clements, and
sequences thereof, see, e.g., U.S. Patent Nos. 5,168,062; 4,510,245; 4,968,615,
[0142] The recombinant expression vectors of the invention may carmry additional
sequences, such as sequences that regulate replication of the'vector in host cells

-(e.g., origins of replication) and selectable marker genes. The selectable marker
gene facilitates selection of host cells into which the vector has been introduced
(see, e.g., U.S. Patents Nos. 4,399,216; 4,634,66_5; 5,179,017). For example,
typically the selectable marker gene confers resistance to drugs, such as G418,
hygromycin or methotrexate, on a host cell into which the vector has been
introduced. Preferred selectable marker genes include the diliydrofolate reductase
(DHFR) gene (for use in dhfi— host cells with methotrexate
selection/amplification) and the neo gene (for G418 selection).
[0143] A number of types of cells may act as suitable host cells for expression of
the MU-1 protein or fusion protein thereof. Any eell type capable of expressing
functional MU-1 protein may be used. Suitable mammaian host cells include,
for example, monkey COS cells, Chinese Hamster Ovary (CHO) cells, human
kidney 293 cells, human epidermal A431 cells, human Colo205 cells, 3T3 cells,
CV-1 cells, other transformed primate cell lines, normal diploid cells, cell strains
derived from in vitro culture of primary tissue, primary explants, HeLa cells,
mouse L cella, BHK, HL-60, U937, HaK, Rat2, BaF3, 32D, FDCP-1, PC12, M1x
or C2C12 cells.
[0144] The MU-1 protein or fusion protein thereof may also be produced by
operably linking the isolated polynucleotide of the invention to suitable control
sequences in one or more insect expressgion vectors, and employing an insect
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" expression System. Materials and methods for baculovirus/insect cell expresaion
systems are commercially available in kit form from, e.g., Invitrogen, San Diego,
CA (e.g., the MAXBAC® kit), and such methods are well known in the art, as
described in Summers and Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin
. No. 1555 (1987), incarporated herein by reference. Soluble forms of the MU-1
protein may also be produced in insect cells using appropriate isolated
polynucleotides as described above.

{0145] Alternatively, the MU-1 protein or fusion protein thereof may be
produced in lower cukaryotes such as yeast or in prokaryotes such as bacteria.
Suitable yeast strains include Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe, Kluyveromyces strains, Candida, or any yeast strain capable of expmsmg
heterologous proteins. Suitable bacterial strains include Escherichia coll,
._Baa'llm subtilis, Salmonella typhimurium, or any bacterial strain capable of
expressing heterologons proteins.

[0146] Expression in bacteria may result in formation of inclusion bodics .
incorporating the recombinant protein. Thus, refolding of the recombinant protein -
may be required in order to produce active or more active material. Several
nethods for obtaining correctly folded heterologous proteins from bacterial

. inclusion bodies are known in the art. These methods generally involve
solubilizing the protein from the inclusion bodies, then denaturing the protein
pomplelalyuﬁp_gnchmﬂopicagmt When cysteine residues are present in the:
ﬁﬁmmyminowidseqnméeofﬂmpmteimitisoﬁmmmmmpﬁlh
the refolding in an environment that allows correct formation of disulfide bonds
(a redox system). General methods of refolding are disclosed in Kohno (1990)
Meth. Enzym. 185:187-95; B.P. 0433225 and U.S. Patent No. 5,399,677 describe
other appropriate methods.

[0147} The MU-1 protein or fusion protein thercof may also be expressed as a
product of transgenic animals, e.g., as a component of the milk of transgenic
cows, goats, pigs, or sheep which are characterized by somatic or germ cells
containing a polynucleotide sequence encoding the MU-1 protein or fusion
protein thereof.
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[0148) The MU-1 protein or fusion protein thereof may be prepared by growing
culture tranaformed host cells under culture conditions necessary to express the
desired protein. The resulting expressed protein may then be purified from the
culture medium or cell extracts. Soluble forms of the MU-1 protein or fusion
protein thercof can be purified from conditioned media. Membrane-bound forms
of MU-1 protein of the invention can be purified by preparing a total membrane
ﬁtc&mﬂomthemﬁngeeumdcmﬁngmmwiﬂumnionic
dotergent such as TRITON® X-100. '

{0149] The MU-1 protein or fision protein can be purified using methods known
to those gkilled in the art. Foremnplu,thcl\ﬂ]—lmﬁnoﬂheimgnﬁmmbe
concentrated using a commercially available protein concentration filter, for
example, an AMICON® ar PELLICON® ultrafiltration unit (Millipore, Billerica,
MA). Foﬂowingtheconnmmﬁonmp,ﬂ:eeonommtembeagpliedma
purification matrix stch as a gel filtration medium. Alternatively, an anion
exchznge resin can be employed, for example, 2 matrix or substrate having
pendant diethylaminoethyl (DEAE) or palyetheyleneimine (PEI) groups. The

- matricos can be acrylamide, agarose, dextran, celluloge or other types commonly
employed in protein purification. Alternatively, a cation exchange step can be
employed. Suitsble cation exchangers include various inscluble matrices
comprising sulfopropyl or carboxymethyl groups. Sulfopropyl groups are
preferred (.., S-SEFHAROSE® columns). The purification of the MU-1 protein
or fusion protein from culture supemnatant may also include one or more column
steps over such affinity resins ag concanavalin A-agerose, heparin-
TOYOPEARL?® or Cibacron blue 3GA SEPHAROSE®; or by hydrophobic -
interaction chromatography using such resins as phenyl ether, butyl ethes, or
propyl ether; or by immunoaffinity chromatography. Finally, one or more
reverse-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) steps
cmploying hydrophobic RP-HPLC medis, e.g., silica gel having pendant methyl
or other aliphatic groups, can be employed to further purify the MU-1 protein.
Affinity columns including antibodies to the MIU-1 protein can also be used in
purification in accordance with known methods. Some or all of the foregoing
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purification steps, in various combinations ar with other known methods, can also
be employed to provide a substantially purified isolated recombinant protein.
Preferably, the isolated MU-1 protein is purified 5o that it is substantially fres of
other mammalian proteins.
[0150] MU-1 proteins or fuzion proteins of the invention may also be used to
screen for agents that are capable of binding to MU-1. Binding assays using a
desired binding protein, immobilized or not, zre well known in the art and may be
used for this purpose using the MU-1 protein of the invention. Purified cell-
based or protein-based (cell free) screening assays may be used to identify such
agents. For example, MU-1 protein may be immobilized in purified form on a
carrier and binding or potential ligands to purified MU-1 protein may be
messured,

Pharmaceutical Compositions

[0151] IL-21/IL-21R-antagonists may be used as a pharmaceutical composition
when combined with a pharmaceutically acceptable carrier. Suc.h a composition
may contain, in addition to the JL-21/IL-21R-antagonists and carrier, various
diluents, fillers, salts, buffers, stabilizers, solubilizers, and other materjals well
known in the art. The term “pharmacentically acceptable” means a nontoxic -
material that does not interfere with the effoctivencss of the biological activity of
the active ingredient(s). The characteristics of the carrier will depend on the route
of administration. _ ' -

[0152] The pharmaceutical composition of the invention may be in the form of a
liposome in which an IL-21/1L-21R-antagonist(s) is combined, in addition to
other pharmaceutically acceptable carriers, with amphipathic agents such as lipids
that exist in aggregated form as micolles, insoluble monolayers, liquid crystals, or
lamellar layers which are in aqueous solution. Suitable lipids for liposomal
formulation include, without Jimitation, monoglycerides, diglycerides, sulfatides,
lysolecithin, phospholipids, saponin, bile acids, and the like. Preparation of such
liposomal formulations ig within the level of skill in thelm. as disclosed, e.g., in

l
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U.S. Patent Nos. 4,235,871; 4,501,728; 4,837,028; and 4,737,323, all of which
are incorporated herein by reference.
[0153] As used herein, the term “therapeutically effective amount” means the
total amount of each active component of the pharmaceutical composition or
methodtlmtiuuﬁc'ientto show a meaningful patient benefit, e.g., amelioration
of sympioms of, healing of, or increase in rate of healing of such conditions.
‘When applied to an individual active ingredient, aidministered alone, the term
refors to that ingredicnt alone, 'When applied to 8 combination, the term refers to
combined smounts of the active ingredients that result in the therapeutic effect,
whether administered in combmahon, serially or simultancously.
10154] In practicing the mothod of treatment or use of the present invention, a
therapeutically effective amount of an IL-21/IL-21R-antagonist is edministered to
a subject, e.g., mammal (e.g., 8 human). An IL-21/IL-21R-antagonist(s) may be
administered in accordance with the method of the invention either alone or in
combination with other therapies as described in more detail herein. When
coadministered with one or more agents, an IL-21- and/or IL-21R-antagonist may
be administered either simultanecusly with the second agent, or sequentially. If
administered sequentially, tho attending physician will decide on the appropriate
scquence of sdministering the IL-21/IL-21R-antagonist(s) in combination with
other agents.
[0155] Administration of an IL-21/1L-21R-antagonist used in the pharmaceutical
composition or {o practice.the method of the present invention can be carried out
in a variety of conventional ways, such as oral ingestion, inhalation, or cutanedus,
subcutaneous, or intravenous injection. Intravenous administration to the patient
is preferred.
[0156] When a therapeutically effective amount of an IL-21/IL-21R-agonist or
antagonist is administered orelly, the binding agent will be in the form of a tablet,
capsule, powder, solution or elixir. When administered in tablet form, the
pharmaceutical composition of the invention may additionally contain a solid
carrier such as a gelatin or an adjuvant. The tablet, capsule, and powder contain
from about 5 to 95% binding agent, and preferably from about 25 to 90% binding
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agent. When administered in liquid form, & liquid carrier such as water,
petroleum, oils of animal or plant origin such as peanut o0il, mineral oil, soybean
oil, or sesame oil, or synthetic oils may be added. The liquid form of the
pharmaceutical composition may further contain physiological saline solution,
dextrose ar other saccharide solution, or glycols such as ethylene glycol,
propylens glycol or polycthylene glycol. When administered in liquid form, the
pharmaceutical composition contains from about 0.5 to 90% by weight of the
binding agent, and preferably from about 1 to 50% the binding agent.

[0157] When a therapeutically effective amount of an IL-21/IL-21R-antagonist is
administered by intravenous, cutaneous or subcutaneous injection, binding agent
will be in the form of a pyrogen-free, parenterally acceptable aqueous solution.
The preparation of such pam:;tﬂ'nlly acceptable protein solutions, having due
regard to pH, isotonicity, stability, and the like, is within the skill in the art. A
preferred pharmaceutical composition for intravenous, cutaneous, or
subcutaneous injection should contain, in addition to binding agent an isotonic
vehicle such as sodium chioride injection, Ringer’s injection, dextrose injection,
dextrose and sodium chloride injection, lactated Ringer’s injection, or other
vehicles as known in the art. The pharmaceutical composition of the present
invention may also contain stabilizers, preservatives, buffers, antioxidants, or
other additive known to those of skill in the art.

[0158] The amount of an IL-21/IL-21R-antagonist in the pharmaceutical
composition of the present-invention will depend upon the riature and severity of
the condition being treated, and on the nature of prior treatments that the patient
has undergone, Ultimately, the attending physician will decide the amount of
binding agent with which to treat each individual paticnt. Initially, the attending
physician will administer low doses of binding agent and observe the patient’s
response. Larger doses of binding agent may be administered until the optimal
therapeutic effect is obtained for the patient, and at that point the dosage is not
genexally increased further. It is contemplated that the various pharmaceutical
compositions used to practice the method of the present invention should contain
about 0.1 pg to about 100 mg I1.-21/IL-21R-antagonist per kg body weight.
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[0159] The duration of intravencus therapy using the pharmaceutical
composition of the present invention will vary, depending on the severity of the

. (iseass being treated and the condition and potential idiosyncratic response of

each individual patient. It is contemplated that the duration of each application of
the IL.-21/IL-21R-antagonist will be in the range of 12 to 24 hours of continuous
intravenons administration. Ultimately the attending physician will decide on the
appropriate duration of intravenous therapy using the pharmaceutical composition
of the present invention.

[0160] The polymucleotides and proteins of the present invention are expected to
exhibit ons or more of the uses or biological activities (including those associated
with assays cited herein) identified herein. Uses or activities described for
proteins of the presont invention may be provided by administration or use of
such proteins or by administration or use of polynucleotides encoding such
proteins (such as, for a;:unple, in gene therapies or vectors suitable for
introduction of DNA).

Usea of IL-21/1L-21R Antagonists to Decrease Immune Coll Activity

[0161] In yet another aspect, the invention festures 8 method for inhibiting the
activity of an immune cell, e.g., mature T cells (mature CD8+ T ee.lls. mature
CD4+ T cells), mature NK cells, B cells, macrophages and megakaryocytes, or a
population thereof, by contacting a population of T cells with an IL-21/IL-21R
antagonist in an amount sufficient to inhibit the activity of the immune call or
population. Antagonists of IL-21 and/or IL-21R (e.g., a fusion protein or a
neutralizing antibody, as described herein) can also be administered to subjects
for which inhibition of an immune response is desired. These conditions or
disorders include, e.g., autoimmune disorders (e.g., arthritic disorders, RA, IBD),
SLE, asthma, glomerulonephritis, psoriasis, or graft/organ transplantation (and
rejection related thereto).

[0162] Applicants have shown that a reduction of IL-21R activity by using a
neutralizing fusion protein that includes the extracellular domain of the IL-21R
fused to am Fc immunoglobulin region ameliofates inflammatory symptoms in
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.collagen-induced arthritis (CIA) animal models (Example 7), as well as animal
models for Crohn's disease, ulcerative colitis, and IBD (Examples 9 and 11),
graf rejection (Example,10), peoriasis (Example 1), and hupus (Bxample 13).
Expresgion of IL-21R mRNA is upregulated in the paws of CIA mice

(Example 8). Mice deficient in IL-21R-show a reduction in antigen-induced
sirway inflammation (Example 12). Accordingly, IL-21R binding agents that

 antagonize IL-21/IL-21R activity can be used to induce immune suppression in
vivo, e.g., for treating or preventing immune cell-associated pathologies,

" including sutoimmume disorders (¢.g., arthritic disorders, RA, IBD), SLE,
glomerulonephritis, asthma, psoriasis, or graf/organ transplantation.’

[0163] The IL-21R DNA also maps to the chromosomal locus for Crobn’s
disease, thus providing additionat support for the use-of IL-21/IL-21R antagonists
to treat Crohn’s disease and other inflammatory bowe! diseases.

§0164] The subject method can also be used to modulate (¢.g., inhibit) the
activity, e.g., proliferation, differentiation, survival, of an immune cell, and, thus,
can be used to treat or prevent a variety of immune disorders. Nonlimiting
examples of the disorders that can be treated or prevented include, but are not
Timited to, transplant rejection, autoimmune diseases (including, for example,
disbetes mellitus, arthritis (including RA, juvenile RA, osteoerthritis (OA),
peoriatic arthritis), multiple sclerosis, mcq)hnlomyehm, myasthenia gravis, SLE,
‘glomerulonephritis, sutoimmune thyroiditis, dermatitis (inchuding atopic
dermatitis and eczematous dermatitis), psoriasis and related skin conditions (e.g.,
conditions associated with UV damage, e.g., photoaging, atopic dermatitis,
cuteneous T cell lymphoma such as mycosis fungoides, allergic and irritant
contact dermatitis, lichen planus, alopecia areata, vitiligo, ocular cicatricial
pemphigoid, and urticaria), Sjdgren’s syndrome, Crohn’s disease, aphthous ulcer,
iritis, ulcerative colitis, spondyoarthropathy, ankylosing spondylitis, intrinsic
asthma, allergic asthma, chronic obstructive pulmonary disease (COPD),
interstitial lung fibrosis, cutaneous lupus erythematosus, scleroderma, drug
eruptions, autoimmune uveitis, allergic encephalomyelitis, Wegener’s
granulomatosis, hepatitis, Stevens-Johnson syndrome, idiopathic sprue, Graves'
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disease, sarcoidosis, liver fibrosis, primary biliary cirthosis, aveitis posterior,
graft-versus-host disease, and allergy, such as atopic allergy. Preferred disarders
that can be treated using the IL-21/IL-21R antagonists include arthritic disorders
(c-8. RA, juvenile RA, OA, psoriatic arthritis, and ankylosing spondylitis
(preferably, theumatoid arthritis)), multiple sclerosis, type I diabetes, lupus

_ (SLE), IBD (Crohn’s disease, ulcerative colitis), asthma, vasculitis, allergy,
{0165] In another embodiment, I1.-21/IL-21R antagonists, alone or in
combination with other therapeutic-agents as described herein (e.g., TNF
antagonists), can be used to treat multiple myeloma and related B lymphocytic
malignancies (Brenne et at. (2002) Blood 99(10):3756-62).

[0166] Using the I.-21/IL-21R antagonists, it is possible to modulate immune
responses in a number of ways. Downregulation may be in the form of inhibiting
orbbckingmhnmmerespmealﬁdyinprogrmormayhvolwpmm&ng
the induction of an immune response. The functions of activated T cells may be
inhibited by suppressing T cell responses or by inducing spesific tolerance in

T cells, or both. Immunosuppression of T cell responses is generally an active,
nopantigen-specific, process that reéquires contivuous exposure of the T cells to-
the suppressive agent. Tolerance, which involves inducing nonresponsiveness or
anergy in T cells, is distinguishable from immunosuppression in that it is
generally antigen-specific and persists after exposure to the tolerizing agent has
ceased. Opuahomlly.mlermcmbedmﬂntedbyﬂ:olackofaToeﬂ
Tesponse upon reexposure to specific antigen in the absence of the tolerizing
agent. ,

[0167] Downregnlating or preventing immune fimctions, ¢.g., using
IL-21/IL-21R antagonists, will be useful in situations of tissue, skin and organ
transplantation and in graft-versus-host disease (GVHD). For example, inhibiting
T cell finction may reduce tissue destruction in tissue trangplarntation. ﬁpically,
in tissue transplamts, rejection of the transplant is initiated through its recognition
as foreign by T cells, followed by an immune reaction that destroys the transplant.
The administration of an IL-21/IL-21R antagonist, alone or in combination with
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a molecule which inhibits or blocks interaction of other immune effectors prior
to, during, ar following transplantation, can serve to reduce immune responses.
{0168] The efficacy of IL-21/IL-21R antagonists in preventing organ transpiant
rejection or GVHD can be assessed vsing animal models that are predictive of
efficacy and dosing in humans, Examples of appropriate systems which can be
used include allogeneic cardiac grafts in rats and xenogeneic pancreatic islet cell
grafis in mice, both of which have been used to examine the immunosuppressive
effects of CTLA4 Ig fusion proteins in vivo, as described in Lenschow et al.

' (1992) Science 257:789-92 and Turka et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sei U.S.A.,
89:11102-05. IL-21/I.-21R sniagonists can also be evaluated in other animal
models, e.g., in murine models for vascularized cardiac allografts, and full
thickness skin allografts. The model can test rejection of tissnes that have full
MHC mismatches, and can combine IL-21 blockade with donor specific .
lymphocyte transfusion. In sddition, rmurine models of GVHD (see, e.g., Paul
ed., Fundamental Immunology, Raven Press, New York (1989) pp. 846-47) can

- be used to determine the effect of IL-21/IR-21R antagonists in vivo on the
development of GVHD or SLE. The efficacy of IL-21/IL-21R antagonists in

proventing organ transplant rejection or GVHD can also be assessed in

combination with other therapeutic agents, ¢.g., an immunosuppressant, such as
rapamycin, cyclosporine, or CTLAA4Ig.

{0169] IL-21/IL-21R antagonists may also be therapeutically useful for treating

sutoimmune discases. Many autoimnnume disorders arc the result of inappropriste

activation of T cells that are reactive against self tissue and that promote the

_ production of cytokines and autoantibodics involved in the pathology of the

diseases. Preventing the activation of autoreactive T cells may reduce or

eliminate disease symptoms. Administration of IL-21/IL-21R antagonists, alone
or in combination with other agents (e.g., as described herein) can be used to
inhibit T cell activation and prevent production of autoantibodics or T cell-
derived cytokines that may be involved in the disease process. Additionally,

IL-21/IL-21R antagonists, alone or in combination with other agents (e.g., 28

described herein) increase antigen-specific tolerance of autoreactive T cells and

5_‘-)
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lead to long-term relief from the discase. The efficacy of these agents in
preventing or alleviating antoimmune disorders can be determined using a
pumber of well-characterized animal models of human autoimmune discases.
Examples include murine experimental autoimmune encephalitis, systemic lupus
ayfhmnhmhhﬂillpdlprmicem'NZBhybﬁdmice,mminenmimmmg
collagen arthritis, diabetes mellitns in NOD mice and BB rats, and murine
experimental myasthenia gravis (ses, ¢.g., Paul ed., Fundamental Immunology,
Raven Press, New York (1989) pp. 840-56).

[0270] In one embodiment, the IL-21/1L-21R antagonists, .g,, pharmaceutical
‘compositions thereof, sre administered in combination therapy, i.¢., combined
with other agents, e.g., therapeutic agents, which are useful for treating
pathological conditions or disorders, such as immune and inflammatory disorders.
The term “in combination™ in this context means that the agents are given
substantially confemporaneously, either simultaneously or sequentially. If given
sequentially, at the onset of administretion of the second compound, the first of
the two compounds is preferably stll detoctable at effective concentrations at the
gite of treatment or in the subject.

[0171] For example, the combination therapy can include one or more
IL-21/1L-21R antagonists, .., an entibody or an antigen-binding fragment
thereof (e.g., a chimeric, humanized, human, or in vitro-generated antibody or
antigen-binding fragmest thercof) against IL-21 or IL-21 reocptor, an IL-21
fusion protein, a soluble IL-21 recoptor, peptide inhibitor or & small molecule
inhibitor) coformulated with, and/or coadministered with, one or more additional
therapeutic agents, e.g., one or more cytokine and growth factor inhibitars,
immunosuppressants, anti-inflammatory agents, metabolic inhibitors, enzyme
inhibitors, and/or cytotoxic or cytostatic agents, as described in more detail
herein, thhmmore,onemmﬁellfzuﬂ.rzmanngmimdesm‘bedhﬂehmay
be used in combination with two or more of the therapeutic agents described

" herein. Such combination therapies may advantageously utilize lower dosages of
the administered therapeutic agents, thus avoiding possible toxicities or
complications associated with the various monotherapies. Moreover, the

sg
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" therapeutic agents disclosed herein act on pathways that differ from the
IL-21/IL-21R receptor pathway, and thus are expected to enhance and/or
synergize with the affects of the IL-21/IL-21R antagonists.
[0172] Preferred therapeutic agents used in combination with an IL-21/IL-21R
" antagonist arc those agents that interfere at different stages in the sutoitmmune
and subsequent inflammatory response. In one embodiment, one or more
IL-21/IL-21R antagonists described herein may be coformulated with, and/or
.coadministered with, one or more additional agents such as other cytokine or
growth factor antagonists (e.g., soluble receptors, peptide inhibitors, small
molecules, ligand fusions); or antibodies or antigen-binding fragments thereof
that bind to other targets (e.g., antibodies that bind to other cytokines or growth
factors, their receptors, or other cell surface niolecules); and anti-inflammatory
- cytokines or agomists thercof. Nonlimiting examples of the agents that can be
used in combination with the IL-21/IL-21R antagonists described herein, include,
‘but are not limited to, antagonists of one or more interleukins (ILs) or their
receptors, e.g,, antagonists of IL-1; IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, IL-13, IL-15,
IL-16, IL-18, and I1.-22; antagomists of cytokines or growth factors or their
receptors, such as tumor necrosis factor (TNF), LT, EMAP-II, GM-CSF, FGF and
PDGF. IL-21/IL-21R antagonists can algo be combined with inhibitors of, e.g.,
antibodies to, cell surface molecules such as CD2, CD3, CD4, CD8, CD25,
CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD8O (B7.1), CD86 (B7.2), CD90, or their
ligands, inchuding CD154 (gp39 ar CD40L), or LFA-1/ ICAM-1 and VLA-
4/VCAM-1 (Yusuf-Makagiansar et al. (2002) Med. Res. Rev. 22(2):146-67).
Preferved antagonists that can be used in combination with IL-21/IL-21R
antagonists described herein include antagonists of IL-1, IL-6, IL-12, TNFa,
IL-15, IL-17, I-18, and I1.-22,
[0173] Examples of those agents include I1.-12 antagonists, such as chimeric,
humanized, human or in vitro-generated antibodies (or antigen-binding fragments
thereof) that bind to I1-12 (preferably human IL-12), e.g., the antibody disclosed
in WO 00/56772, Genetics Institute/BASF); IL-12 receptor inhibitors, e.g.,
antibodies to buman IL-12 receptor; and soluble fragments of the IL-12 receptor,

9
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e.g., human IL-12 receptor. Examples of IL-6 antagonists include antibodies (or
antigen-binding fragments thereof) against IL-6 or its receptor, e.g., chimeric,
Immanized, human or in vitro-generated antibodies to humsan IL-6 or its receptor,
soluble fragments of the IL-6 receptor, and IL-6-binding proteins. Bxamples of
IL-15 antagonists incluzde antibodies (or antigen-binding fragments thereof)
against IL-15 or its receptor, e.g., chimeric, humanized, luman or in vitro-
gencrated antibodics to buman IL-15 or its receptor, soluble fragments of the
'IL-15 receptor, and I1-15-binding proteins, Examples of IL-18 antaganists
inch:demﬁbodieu,e.g..nhimaic,hnmnimd,hmmorinw!m—gmmﬁled
antibodies (or antigen-binding fragments thereof), to human 1L.-18, soluble
fragments of the IL-18 receptor, and IL-18 binding proteins (IL-18BP, Mallat et
al. (2001) Circ. Res. 89:041-45). Examples of IL-1 antagonists include
interleukin-1-convarting enzyme (ICE) inhibitors, such as Vx740, IL-1
_ entagonists, e.g., IL-1RA (ANIKINRA™, Amgen), sIL1RII (immunex), and anti-
“IL1 receptor antibodies (or antigen-binding fragments thareof).
{0174] Examples of TNF antagonists include chimeric, humanized, human or in
vitro-generated antibodies (or antigen-binding fragments thereof) to TNF (e.g.,
human TNFa), such as D2E7, (human TNFa antibody, U.S. 6,258,562; BASF),
CDP-571/CDP-870/BAY-10-3356 (humanized anti-TNFa antibody;
Celltech/Pharmacia), cA2 (chimeric anti-TNFa antibody; REMICADE",
Cantocor); anti-TNF antibody fragments (¢.g., CPD870); soluble fragments of the
“TNF receptory, ¢.g., p55 or p75 human TNF receptors or derivatives thereof, e.g.,
75 kdTNFR-IgG (75 kDa TNF receptor-IgG fusion protein, ENBREL™;
Immumex; see, e.8., Arthritis & Rheumatism (19594) Vol. 37, S295; J. Invest. Med.
(1996) Vol. 44, 235A), pS5 kdTNFR-IgG (55 kDa TNF receptor-IgG fusion
protein (Lenercept)); enzyme antagonists, ¢.g., TNFa converting enzyme (TACE)
inhibitors (c.g., an alpha-sulfonyl hydroxamic acid derivative, WO 01/55112, and
N-hydroxyformamide TACE inhibitor GW 3333, -005, or -022); and TNF-bp/s-
TNFR (soluble TNF binding protem; see, é.g., Arthritis & Rheumatism (1996)
Vol. 39, No. 9 (supplement), $284; Amer. J. Physiol. - Heart and Circulatory
Physiology (1995) Vol. 268, pp. 37-42). Preferred TNF antagonists are soluble
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fragments of the TNF receptors, e.g., p55 or p75 human TNF receptors or
derivatives thereof, ¢.g., 75 kdTNFR-IgG, and TNF-a converting enzyme (TACE)

. inhibitors.
[0175] In other embodiments, the IL-21-/IL-21R antagonists described hercin can
e admrinistered in combination with one or more of the following: IL-13
antagonists, e.g., soluble IL-13 receptors (sIL-13) and/or antibodies againat IL-13;
11.-2 antagonists, e.g., DAB 486-IL-2 end/or DAB 389-IL-2 (IL-2 fusion proteins;
Saragen; see, e.g., Arthritis & Rheumatism (1993) Vol. 36, 1223), and/or '
antibodies to IL-2R, e.g., anti-Tec (humanized anti-IL-2R; Protein Design Libs,
Cancer Res. (1990) Mar 1; 50(5):1495-502). Yet another combination includes
IL-21 amtagonists in combination with nondepleting anti-CD4 inhibitors (IDEC-
CE9.1/SB 210396 (nondepleting primatized anti-CD4 antibody;
IDBC/SmithKline)). Yet other preferred combinations include antagonists of the
- costimulatory pathway CD80 (B7.1) or CD86 (B7.2) including antibodies,
soluble receptors or antagonistic ligands; as well as p-selectin glycoprotein ligand
(PSGL), enti-inflammatory cytokines, e.g., IL4 (DNAX/Schering); IL-10 (SCH
.52000; recombinant IL-10 DNAX/Schéring); IL- 13 and TGF, and agonists
thereof (e.g., agonist antibodies).
[0176] In other embodiments, ons or more IL-21/IL-21R antaganists can be
cofornmlated with, and/or coadministered with, one or more anti-inflammatory
.drags, immmesuppressants, or metabolic or enzymatic inhibitors. Nonlimiting
examples of the drugs or inhibitors that can be used in combination with the
IL-21 antagonists. described herein, include, but are not limited to, one or more of:
nonsteroidal anti-inflammatory drag(s) (NSAIDs), e.g., ibuprofen, tenidsp (sce,
e.8., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (supplement), S280)),
naproxen (see, &.g., Neuro Report (1996) Vol. 7, pp. 1209-1213), meloxicam,
piroxicam, diclofenac, and indomethacin; sulfasalazine (sce, e.g., Arthritis &
Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (supplement), S281); corticosteroids such as
prednisolone; cytokine suppressive anti-inflammatory drug(s) (CSAIDs);
inhibitors of mucleotide biosynthesis, e.g., inhibitors of purine biosynthesis, folate
antagonists (e.g., methotrexate (N-[4-[[(2,4-diamino-6-

G



T 57- naneg
pteridinyl)methylmethylaminoJbenzoyl]-L-ghutarmic acid); and inhibitors of
pyrimidine biosynthesis, .., dihydroorotate dehydrogenase (DHODH) inhibitors
" {e.8-, leflunomide (see, e.g., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9
(supplement), S131; Inflammation Research (1996) Vol. 45, pp. 103-107).
Proferred therapeutic agents for use in combination with IL-21/IL-21R -
antagonists inclode NSAIDs, CSAIDs; (DHODH) inhibitors (e.g., leflunomide),
and folate antagonists (e.g., methotrexate).

[0177] Examples of additionel inhibitors include one or more of: corticosteroids
(oral, inhaled and local injection); immunosuppressants, e.g., cyclosporin,
tacrolimus (FK-506); and mTOR inhibitors, e.g., sirolimus (rapamycin) or
rapamycin derivatives, ¢.g., soluble repamycin derivatives (¢.g., ester rapamycin
derivatives, e.g., CCI-779 (Blit (2002) Current Opinion Investig. Drugs
3(8):1249-53; Huang et al.. (2002) Current Opinion Investig. Drugs 3(2):295-
304); agents which interfore with signaling by proinflammatory cytokines such as
TNFa or IL-1 (e.g. IRAK, NIK, IKK, p38 or MAP kinase inhibitors); COX2
inhibitors, e.g., celecoxib and variants thereof, MK-966, see, ¢.g., Arthritis &
Rheumatism (1996)-Vol. 39, No. 9 (snpplement), S81); phosphodiesterase
inhibitors, e.g., R973401 (phosphodiesterase Type IV inhibitor; see, e.g., Arthritis
& Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (supplement), $282)); phospholipase
inhibitors, e.g., inhibitors of cytosolic phospholipase 2 (cPLA2) (e.g.,

. trifluoromethyl ketono analogs (U.S. 6,350,892)); inhibitars of vascular
endothelial cell growth factor or growih factor receptor, e.g., VEGF inhibitor
and/or VEGF-R inhibitor; and inhibitors of angiogenesis. Prefarred therapeutic
agents for use in combination with IL-21/IL-21R antagonists include
immunosuppressants, e.g., cyclosporin, tacrolimus (FK-506); and mTOR
inhibitors, ¢.g., sirolimus (rapamycin) or rapamycin derivatives, e.g., soluble
rapamycin derivatives (e.g., ester rapamycin derivatives, e.g., CCI-'i'79; Ccox2
inhibitors, ¢.g., celecoxib and variants thereof: and phospholipase inhibitors, e.g.,
inhibitors of cytosolic phospholipase 2 (cPLA2) (e.g., trifluoromethyl ketone
analogs).
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[0178] Additional examples of therapeutic agents that can be combined with an
IL-21/1L-21R antagonist include one or more of: G-mauptomn_'inu (6-MP);
azathioprine sulphasalazine; mesalazine; olsalazine chloroquine/
_hydroxychloroquine; pencillamine; aurothiornalate (intramuscular and oral);
azathioprine; colchicine; beta-2 adrenoreceptor agonists (salbutamol, terbutaline,
salmeteral); xanthines (theophylline, aminophylline); cromoglycate; nedocromil;
ketotifen; ipratropium and oxitropium; mycophenolate mofetil; adenosine
-agnnists; antithrombotic agents; complement inhibitors; and adrenergic agents.
[0179] The use of the IL-21/IL-21R axitagonists disclosed herein in combination
with other therapeutic agents to treat or prevest specific immune disorders is
discnssed in further detail herein.
[0180) Nonlimiting examples of agents for treating or preventing arthritic
disorders (6.8, RA, inflammatory arthitis, juvenilo RA, OA and peoriatic
. arthuitis), with which an [L-21/IL-21R antagonist can be combined include one or
more of the following: IL-12 antagonists as described heiein, NSAIDs; CSAIDs;
TNFs, ¢.g., TNFa, antagonists as described herein; nondepleting anti-CD4-
antibodies as described herein; L.-2 antagonists as described herein; anti-
inflammatory cytokines, e.g., IL4, IL-10, IL-13 and TGFa, or agorists thereof;
IL-1 or IL-1 receptor antsgonists as described herein); phosphodiesterase
inhibitors ag described herein; COX-2 inhibitors as deacribed herein; Hoprost
(see, eg, Arthritis & Rheymatism (1996) Vol. 39, No. 9 (supplement), S82);
mdhomm.. thalidomide {see, ©.g., Arthritis & Rhewmatism '(1996) Vol. 39, No.
9 (supplement), S282) and thalidomide-related drugs (e.g., Celgen); leflunomide;
inhibitor of plasminogen activation, e.g., tranexamic acid (see, e.g., Arthritis &
Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (supplement), S284); cytokine inhibitor, e.g.,
T-614; see, e.g., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No, 9 (supplement),
$282); prostaglandin E1 (ses, e.g., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9
(supplement), S282); azathioprine (see, e.g., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol.
39, No. 9 (supplement), S281); an inhibitor of interleukin-1 converting enzyme
(ICE); zap-70 and/or Ick inhibitor (inhibitor of the tyrosine kinase zap-70 or lck);
an inhibitor of vascular endothelial cell growth factor or vascular endothelial cell
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growth factor receptor as described herein; an inhibitor of angiogenesis as
described herein; corticosteroid anti-inflammatory drugs (e.g., SB203580); TNF-
convertase inhibitors; interlenkin-11 (see, e.g., Arthritis & Rheumatism (1996)

Vol. 39, No. 9 (supplement), S296); IL-13 (sce, c.g., Arthritis & Rheumatism
(1996) Vol. 39, No. 9 (supplement), S308); IL-17 inhibitors (see, e.g., Arthritis &
Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (supplement), $120); gold; penicillamine;
chloroquine; hydroxychloroquine; chlorambucil; cyclophosphamide;

_ cyclosporine; total lymphoid iradiation; anti-thymocyte globulin; CD5-toxins;

orally-administered peptides and collagen; lobenzarit disodium; Cytokine
Regulating Agents (CRAs) HP228 and HPA66 (Houghten Pharmaceuticals, Inc.);
ICAM-1 antisense phosphorothioate oligodeoxynucleotides (ISIS 2302; Isis
Pharmaceuticals, Inc.); soluble complement receptor 1 (TP10; T Cell Sciences,
Inc.); prednisone; orgotsin; glycosaminoglycan polysalphate; minocycline; anti--
IL-2R antibodics; marine and botanical lipids (fish and plant sced fitty acids; see,
e.g, DeLuu ct al. (1995) Rheum. Dis. Clin. North Am. 21:759-777); auranofin;
phmylbutnzone meclofenamic acid; flufenamic acid; intravenous immunc
globulin; zileuton; mycophenolic acid (RS-61443); tacrolimus (FK-506);
sirolimus (repamycin); amiprilose (therafectin); cladribine
(2-chlorodeoxyadenosine); and azaribine. Prefarred combinations include one or
more J1-21 antagonists in combination with methotrexate or leflunomide, and in
moderate or severe theumatoid arthritis cases, cyclosporine:

[0381) Preferred examples of inhibitors to use in combination with IL-21/IL-21R
antagonists to treat arthritic disorders include TNF antagonists (e.g., chimeric,
humanized, human or in vitro-generated antibodies, or antigen-binding fragments
thereof; that bind to TNF; soluble fragments of a TNF receptor, e.g., pS5 or p75
human TNF receptor or derivatives thereof, e.g., 75 kdTNFR-IgG (75 kDa TNF
receptor-IgG fusion protein, ENBREL™), pS5 kDa TNF receptor-IgG fusion
protein; TNF enzyme antagonists, e.g., TNFa converting enzyme (TACE)
inhibitors); antagonists of IL-6, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-22; T cell and B
cell depleting agents (e.g., anti-CD4 or anti-CD22 antibodies); small molecule
inhibitors, ¢.g., methotrexate and leflunomide; sirolimus (rapamycin) and analogs
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thereof, e.g., CCI-779; Cox-2 and cPLA2 inhibitors; NSAIDs; p38 inhibitors,
TPL-2, Mk-2 and NFxb inhibitors; RAGE or soluble RAGE; P-sclectin or
PSGL-1 inhibitors (e.g., email molecule inhibitors, antibodies thereto, e.g.,
antibodics to P-selectin); estrogen receptor beta (ERB) agonists or ERB-NFkb
antagonists. Most preferred additional therapeutic agents that can be
coadministered and/or coformulated with onc or more IL-21/IL-21R antagonists
include one or more of: a soluble fragment of a TNF receptor, e.g., p55 or p75
human TNF receptor or derivatives thereof, ¢.g., 75 kdTNFR-IgG (75 kDa TNF
receptor-IgG fusion protein, ENBREL"™); methotrexate, lefluncmide, or a
 sirolimus (raparhycin) or an analog thereof, e.g., CCI-779.

[0182] Nonlimiting examples of agents for treating or preventing multiple
sclerosis with which an IL-21-/IL-21R antagonist can be combined include the
following: interferons, e.g., interferon-alphala (e.g., AVONEX' ; Biogen) and
interferon-1b (BETASERON™; Chiron/Berlex); Copolymer 1 (Cop-1;
COPAXONE™; Teva Pharmaceuticsl Industries, Inc.); hyperbaric oxygen;
intravenous immunoglobulin; clabribine; TNF mw as described herein;
corticostervids; prednisolone; methylprednisolone; azathioprine;
cyclophosphamide; cyclosporine; methotrexate; 4-aminopyridine; and tizanidine.
Additional antagonists that can be-used in combination with IL-21-include
antibodies to or antagonists of other human cytokines or growth factors, for
example, TNF, LT, IL- 1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12 IL-15, IL-16, IL-18, .
EMAP-11, GM-CSF, FGF, and PDGF. IL-21 antagonists as desciibed herein can
be combined with antibodies to cell surface molecules such as CD2, CD3, CD4,
CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80, CD86, CD90 or their
lipands. The 11-21 antagonists may also be combined with agents, such as
methotrexate, cyclosporine, FK506, rapamycin, mycophenolate mofetil,

- leflanomide, NSAIDs, for example, ibuprofen, corticosteroids such as
prednisolone, phosphodiesterase inhibitors, adenosine agonists, antithrombotic
agents, complement inhibitors, adrenergic agents, agents that interfere with
signaling by proinflammatory cytokines as described herein, IL-1b converting
enzyme inhibitors (e.g., Vx740), anti-P7s, PSGL, TACE inhibitors, T cell
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signaling inhibitors such as kinase inhibitors, metalloproteinase inhibitors,
sulfasalazine, azathioprine, 6-mercsptopurines, angiotensin converting enzyme
inhibitors, soluble cytokine receptors end derivatives thereof, as described herein,
and anti-inflammatory cytokines (c.g- IL-4, IL~10, IL-13 and TGF).
[0183] Preferred examples of therapeutic agents for multiple sclerosis with
which the IL-21 antagonists can be combined include interferon-b, for example,
IFNP-1a and IFNB-1b; copaxone, corticosteraids, IL~1 inhibitors, TNF inhibitors,
antibodies to CD40 ligand and CD80, IL-12 antagonists.
[0184] Nonlimiting examples of agents for treating or preventing inflammatory
" bowel discase (Crohn's disease; ulcerative colitis) with which an IL-21/IL-21R
antagonist can be combined include the following: budenoside; epidermal growth
factor; corticostervids; cyclosporin, sulfasaiazine; aminosalicylates;
G-mercaptopurine; szathioprine; metronidazole; lipoxygenase inhibitors;
" mesalamine; olsalazine; balsalazide; antioxidants; thromboxane inhibitors; IL-1
receptor antagonists; anti-IL-1 monoclonal antibodies; n;:ti-IL-G monoclonal
antibodies; growth factors; clastase inhibitors; pyridinyl-imidazole compounds;
TNF antagonists as described herein; IL-4, IL-10, IL- 13 and/or TGFb cytokines
or agonists thereof (e.g., agonist antibodies); IL-11; glucuronide- or dextran-
conjugated prodrugs of prednisolone, dexamethasone or budesonide; ICAM-1
antisenso phosphorothioate oligodeoxynucleotides (ISIS 2302; Isis
Phannacenticals, Inc.); soluble complement reoeptm' 1 (TP10; T Cell Sciences,
Inc ); slow-relesso mesalazme methotrexate; antagonists of platelet activating
factor (PAF), ciprofloxscin; and lignocaine.
[0185] In one embodiment, an IL-21/IL-21R antagonist can be used in
combination with one or more antibodies directed at other targets involved in
regulating immune responses, e.g., transplant rejection, graft-va-host disease, or
other immune response-related disorders. Nonlimiting examples of agents for
treating or preventing immune responses with which an IL-21/IL-21R antagonist
of the invention can be combined include the following: antibodies against cell
surface molecules or their ligands, including but not limited to CD25 (IL-2
receptor-a), CD11a (LFA-1), CD54 (ICAM-1), CD4, CD40, CD40L., CD45,
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CD28/CTLA4, CD30 (B7-1) and/or CD86 (B7-2). In yet another embodiment, an

IL-21/IL-21R entagonist can be used in combination with corticosteroids;

sirolimus (rapamycin) and enalogs thereof, e.g., CCI-779; cyclosporin A; FK506;

- FTYT20; ezathioprine; cyclophosphamide; methotrexate; anti-IL-2R antibodies,

¢.g-, basiliximab, daclizumab; cA2 (chimeric anti-TNFa antibody; REMICADE ",

Centocor); anti-CD3 antibodies (¢.g., muromonab-CD3); Copolymer 1 (Cop-1;

COPAXONE"; Tova Pharmaceutical Industries, Inc.); deoxyspergnalin; and -

mycophenolate mofetil. :

: [0186] Nonlimiting examples of agents for treating ar preventing psoriasis and
other skin conditions with which en IL-21/IL-21R antagonist can be combined
inchude one or more of the following: inhibitors of CD2 or LFA-3 interactions
(e.g., soluble CD2- or LFA-polypeptides, such as Fc fugions, or antibodies against
CD2 or LFA-3), cyclosporin A, prednisone, FK506, methotrexats, PUVA, UV
light; steroids, retinoids, intarfaron, or nitrogen mustard. Examples pfm
agonts that can be used in combination with an IL-21/11-21R antagonist include
cyclosparine A and methotrexate.

10187} Nonlimiting examples of agoats for treating or preventing astluma with
viktich an IL-2i/IL-21R antagonist can be combined inchude one or more of the
following: inhaled bronchodilators, e.g., pirbuterol, bitolterol, metaproterenol;
beta 2-adrenoceptor agonists, e.g., albuterol, terbutaline, salmeterol, formoterol;
mitimuscarinics, .g., ipratropium, oxitropium; systemic corticosteroids, .g.,
prednisone, prednisolone, dexamethasone; inhaled corticosteroids, e.g,,

. finticasone, budesonide, beclomethasone, mometasone; leukotriene antagonists,
e.g., montelukast sodivm, zafirlukast; mast cell stabilizers, e.g., cromolyn
sodium, nedocromil; omaliznmsb (XOLAIR™; Genentech/Novartis); or COX-2
inhibitors, as described herein. .

[0188] Nonlimiting examples of agents for treating or preventing lupus (e.g.,
SLE) with which an IL-21/IL-21R antagonist can be combined include one or
more of the following: IL-6/IL-6R antagonists, ¢.g. anti-IL-6 or anti-IL-6R
antibodies; NSAIDs; corticosteroids, e.g., dexamethasone, hydrocortisone,
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methylprednisolone, prednisolone, prednisone; az-thxoprme. cyclophosphamide,

hydroxychloroquine, or chioroquine.

10189] Another aspect of the present invention eccordingly relates to kits for

" carrying out the combined administration of the IL-21/IL-21R antagonists with

other therapeutic compounds.- In one embodiment, the kit comprises one or more

binding agents formulated in a pharmaceutical carrier, and at least ono agent, e.g.,

therapeutic agent, formulated as appropriate, in one or more separate

pharmaccutical preparations.

Exemplary Disorders

[0190]) Rheumatoid arthritis is an autoimmune inflammatory disease that causes
pain, swelling, stiffness, and loss of function in the joints. Rheumatoid arthritis
often prosents in a symmetrical pattern. The disease can affect the wrist joints
and the finger joints closest to the hand. " It can also affect other parts of the body
besgides the joints. In addition, people with rheumatoid arthritis may have fatigne,
occasional fevers, and a general malaise. Positive factors for diagnosis of
theumatoid arthritis include the “rheumatoid factor™ blood anﬁbodyandc.imﬂline
antibody. IL-21/IL-21R antagonists can be useful in treating, preventing, or
alleviating theumatoid arthritis or one or-more symptoms of theumatoid arthritis.
[0191] Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disorder that leads
to inflammation and damage to various body tissues. SLE can be mediated by
sclf-antibodies directed against one’s.own DNA. Lupus can affect many parts of
the body, including the joints, skin, kidneys, heart, lungs, blood vessels, and
brain. Although various symptoms may present, some of the most common
include extreme fatigue, painful or swollen joints (arthritis), unexplained fever,
skin rashes, and kidney problema (e.g., glomerulonephritis). Exemplary
syll;ptoms of lupus include painful or swollen joints, unexplained fever, and
extreroe fatigue. A charicteristic red ekin rash may appear across the nose and
cheeks. Rashes may also occur on the face and ears, upper arms, shoulders, chest,
and hands. Other symptoms of lupus include chest pain, hair loss, anemia, mouth
ulcers, and pale or purple fingers and toes from cold and stress. Some people also



-64- pangg

. experience headaches, dizziness, depression, confusion, or seizures. Pogitive
factors for SLE diagnosis include circulating anti-nuclesr antibodies, anti-DNA
antibodies, and anti-Sm.antibodies. TL-21/IL-21R antagonists can be vsefal in
ueahng,mehomhng(aumhng),u'premungsmoroneormmsympm:
of SLE.
[0192] Ankylosing spondylitis is an autoimmmme disorder that not only affects
the spine, but may also affect the hips, shoulders, and knces as the tendons and
ligaments around the bones and joints become inflamed, resulting in pein and
stiffiess. Ankylosing spondylitis tends to affect people in late adolescence or
early adulthood. IL-21/IL-21R antagonists can be useful in troating, preventing,
or alleviating ankylosing spondylitis, or one dr more symptoms thereof.
[0193] Inflammatory bowel dllel.la(IBD)uﬂwgenu'alnunefordmmthnt
_ cmnmﬂammnnmmthemmhnu Twomp]esofmﬂmnmrybowc!
dmensenreCrohn’sdueaseandulm colitis. IL-21/1L-21R antegonists can
be usefil in treating, preventing, or alleviating inflammatory bowel disease or ane
or more symptoms of inflammatory bowel disease.
[0194] Crohn’s disease causes inflammation in the small intestine, Crohn’s
disease usually occurs in the lower part of the small intestine (the ileum), but it
can affect any part of the digestive tract, from the mouth to the anus. The
. inflammation can extend decp into the lining of the affested organ, causing pain
and making the intestines empty frequently, resulting in diarrhea. The most
' wmmmpmdmhn‘sdlmmabdomﬂmoﬁmmthelm
right area, and diarrhea. Reclnlbleedmg._wmghtloss,mdfemm:yalsooecm.
Bleeding may be serious and persistent, leading to anemia. Direct visualization
of the bowel may b useful to determine the extent of inflammation.
[0195] Ulcerutive colitis is a disease that causes inflammation and sores, called
ulcers, in the lining of the large intestine. The inflammation usually occurs in the
rectum and lower part of the colon, but it may affect the entire colon. Ulcerative
colitia rarely affects the small intestine except for the end section, called the
terminal ileurn. The inflammation makes the colon empty frequently, causing
diarrhea. Ulcers form in places where the inflammation has killed the cells lining
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the colon; the ulcers bleed and produce pus. The most comman symptoms of
ulcerative colitis ars abdominal pain and bloody diarthea. Patients also may
experience fatigne, weight loss, loss of sppetite, rectal bleeding, and loss of body
fluids and nutrients. About half of patients have mild symptoms. _Othmsuﬂ'er
frequent fever, bloody diarrhea, nsusca, and severe abdominal cramps. Ulcerative
colitis may also canse problems such as srthritis, inflammation of the eye, liver
disease (hepatitis, cirrhosis, and primary sclerosing cholangitis), osteoporosis,
skin rashes, and anemia. Disgnosis of ulcerative colitis typically depends on -
identifying bloody stool and direct visualization of the colon.

[0196] Psoriasis i a chronic skin discase of scaling and inflammation. Psoriagis
occurs when skin cells quickly rise from their origin below the surface of the skin
and pile up on the surface before they have a chance to mature. Usnally this
movement (also called turnover) takes about a month, but in psoriasis it may
occur in only a few days. In its typical form, paoriasis results in patches of thick,

" inflamed skin covered with gilvery scales. These patches, which are sometimes
referred to as plaques, usually itch or feel sore. They most often occur on the
elbows, knees, other parts of the legs, scalp, lower back, face, palms, and soles of
thefeet,buttheycanoccwonilcinmywhmonthebody. Dingnoaisofpsoxiui.u
i8 based primarily on these characteristic symptoms. A skin biopsy can be useful
in dirgnosis. IL-21/IL-21R antagonists can be useful in treating, preventing, or
lﬂeviaﬁngpsoﬁuisoronq.ormoruympwmsofp_mimin. Psoristic arthritis
oecm:inmeplﬁenlswithpumiuil.ucnlingaki;dimdﬁ. Psoriatic arthritis
often affects the joints at the ends of the fingers and toes and is accompanied by
changes in the fingernails and toenails. Back pein may occur if the spine is
involved. IL-21/[L-21R antagonists can be useful in treating, preventing, or
alleviating psoﬁaaisoroneorm_orelympmmsof psoriasis or psoristic arthritis.
[0197] Glomerular diseases include both proliferative and nonproliferative
disorders. Glomerulonephritis is & disorder presenting with intraglomerular
inflammation and cell proliferation (see, e.g., Hricik ct al. (1998) New Eng. J.
Med. 339:888-99. Nonproliferative and scleroging glomerulopathies include
membranous glomerulopathy, diabetic nephml;aﬂ)y, focal segmental
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glomerulosclerosis, thin basement membrane disease, amyloidosis, light-chain
nephropathy, HIV nephropathy, Alport’s syndrome, drug-induced
glomerulopathies, and minimal-change discase. The inflammation accompanying
glomerular discase arises largely due to antibody-mediated glomerular injury that
results from autoimmunity. Activation of humoral immunity can lead to the
production of antibodies against glomerular cell surfaces-(c.g., basement
membranes), and circulating antigen-antibody complexes are deposited in the

. glomerulus, reported to contribute to glomemlonephritis pathology. Glomerular

" . injury and glomemloncphritis thus often result from larger systemic sutoimmune

disorders, such as, e.g., SLE, hepatitis, and fibrétic disorders. Glomerulonephritis -

alio may be associated with IgA nophropathy, Henoch-Schonlein purpura,
infection (caused by, e.g., bacteria, virus, protozoa), vasculitides,
cryoglobulinemia, inherited nephritis, granulomatosis (e.g., Wegener’s
granulomatosis, microscopic polyangitis, and Churg-Stranas syndrome),
glomerular basement membrane disease, Goodpastirre’s syndrome, nephritic
syndrome (as occurs with, e.g., diabetes mellitus, lupus (e.g., SLE), amyloidosis,
drug use, cancer, and infection), lipodystrophy, gickle cell disease, complement
deficiencies, membrane proliferative glomerulonephritis, hipus nephritis, and
lupus membranous nephropathy. IL-21/IL-21R antagonists can be useful in
treating, ameliorating, ori:revenﬁngglomm‘ulonephliﬁs of one or more symptoms
of glomerulonephritis, and.other glomerular diseases.

[0198] IL-21/IL-21R antagonists can be usad fo prevent or treet tissue/graft
rejection or symptoms associated with rejection, e.g., before, during, or after
transplantation of an organ, tissue, or cells, o.g., heart, lung, liver, kidney,
pancreas, or bone marrow. Transplant/graft rejection o¢curs when the immune
system of the host organism raises an immune response against nonself antigens
in the transplanted tissue, €.g., syngeneic, allogeneic, or xenogeneic tissue.
Rejection can be mediated, for example, by antibodies, lymphocytes or both and
can manifest itself in a variety of different ways, including, e.g., hyperacute
rejection (e.g., during the carly post-transplant period), acute rejection, and
chronic rejection (generally, a slowly developing process causing a progressive
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decine in graft function). Rejection is ofien accompanied by inflammation and
_multinhedmgemdlorfnilmeoﬂhetmuplumdﬁmeormc.g.,
vasculopathy, fibrosis, or a loss of organ function. During rejection, the host may
experience genexal discomfort, pain or swelling in the area of the transplant,
and/or fover: Organ apd tissue transplants can be monitored for rejection, e.g., by
examination of biopsies for signs of rejection, or by assessing organ fanction.
Histopathological signs of rejection include, e.g., increased expression of HLA
class II antigens, .g., in renal tubular cells following kidney transplantation.
Liver function, e.g., can be asseased by measuring serum levels of bilirubin and
hepetic enzymes, e.g., alkaline phosphatase; kidney function can be assessed, e.g.,
by measuring serum creatine levels.

§0199] Osteoarthritis (OA) is characterized by the breakdown of cartilage at the
joints. This allows bones under the cartilage to rub together, cansing pein,
swelling, and loss of motion of the joint. Over.time, the joint may lose its normal
shape, and bone spurs or osteophytes may grow on the edges of the joint.
Additionally, bits of bone or cartilage can break off and float inside the joint
space causing mare pain and demage. People with OA typicalty have joint pein
and limited movement. Unlike some other forms of arthritis, OA affects only
joints and not internal organs. Positive factors for diagnosis of OA include loss
.of cartilage as seen by X-ray. IL-21/IL-21R antagonists can bo'useful in treating,
pmvmting,oulleviatingOAameormoruympm_ofOA.

Respiratory Disorders

[0200] IL-21/IL-21R antagonists can be used to treat respiratory disorders
including, but not limited to, asthma (e.g., allergic and nonallergic asthma);
bronchitis (e.g., chronic bronchitis); chronic obstructive pulmonary discase
(COPD) (c.g., cmphysema, e.g., cigarette-induced emphysems); conditions
involving airway inflarnmation, eosinophilia, fibrosis and excess mucus
production, ¢.g., cystic fibrosis, pulmonary fibrosis, and allergic rhinitis.

[0201] The methods for treating or preventing asthma include those for extrinsic
asthma (also known as l..llergic asthma or atopic asthma), intrinsic asthma (also
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. .known as nonallergic asthma or nonatopic asthma) or combinations of both,
which has been referred to as mixed asthma. Extrinsic or allergic asthma

- includes incidents caused by, or associated with, e.g., allergens, such as pollens,
spores, grasses or weeds, pet danders, dust, mites, etc. As allergens and other
irritants present themselves at varying points over the year, these types of
incidents are also referred to a8 scasonal asthma. Also included in the group of

‘ utimicsﬂmaisbmchiduﬂmnmdaﬂaﬁcbrmhopﬂmoﬁnyupaﬁlbdl.
[0202] Asthma that can be treated or alleviated by the present methods include
those caused by infectious agents, such as viruses (¢.g., cold and flu viruses,
'viruges). RSV, rhinovirus and influenza virus infections are common in children,
and viral infection is a leading cause of respiratory tract illnesses in infants and
ynungc.hnldrm. Children with-viral bronchiolitis can develop chronic wheezing
mduﬂma,wlncheanhelruﬁedumgthemethndsoﬂhemmuon. Also
mchxdeda_:eﬂ:euthmacmdmmnthnmaybebmughtaboutmmeasthmaﬁcl
by exercise and/or cold air. The methods are useful for asthmas associated with
smoks exposure (6.g., cigarette-induced and industrial emoke), as well as

sulfur dioxide; nitrous oxide; fumes, including isocyanstes, from paint, plastics,
polyurecthanes, varnishes, etc.; wood, plant, or other organic dusts; etc. The
mdhodsmﬂsousefulforulhmahcmmdmlsmntedmthfoodaddmm
preservatives, orpharmnoologlul agents. Also included are methods fm'tmatms.
mhiblpng,orallmaungthetypeaofmhmmfmedwunlauasthmaorwugb
variant asthma, '

[0203] The methods disclosed herein are also useful for treatment and alleviation
of asthma associated with gastrocsophageal refiux (GERD), which can stimulate
bronchoconstriction. GERD, along with retained bodily secretions, suppressed
cough, and exposure to allergens and irritants in the bedroom can contribute to
asthmatic conditions and have been collectively referred to as nighttime asthma or
nocturnal asthma. In methods of treatment, inhibition or alleviation of asthma
associated with GERD, a pharmaceutically effective amowunt of the IL-21/IL-21R
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antagonist can be used as described herein in combination with a
pharmeceutically effective amount of an agent for tresting GERD. These agents
include, but are not limited to, proton pump inhibiting agents like PROTONIX®
brand of delayed-relcase pantoprazole sodium tabiets, PRILOSEC® brand
omeprazole delayed release capsules, ACIPHEX® brand rebeprazole sodium
delayed release tablets, or PREVACID® brand delayed relesse lansoprazole
capsules.

* Atopic Disorders and Symptoms Thereof

[0204]. “Atopic™ refers to & group of diseases where there is often an inherited *
tendency to develop an allergic reaction. Examples of atopic disorders include
allergy, allergic rhinitis, atopic dermatitis, and hay fever. An IL-2)/IL-21R
pathway antagonist can be administered to ameliorate an atopic disorder or one or
more of the symptoms thereof. .

[0205] Symptoms of allergic rhinitis (hay fever) include itchy, runny, aneezing,
or stuffy noses, and itchy eyes: An IL-21/IL-21R pathway antagonist can be
administered to ameliorate one or more of these symptoms. '

[0206] Atopic dermatitis is a chronic disease that affects the skin. Information
about atopic dermatitis is available, e.g., from NIH Publication No. 03-4272. In
ampicdmmaﬁﬁl,thelkineanbeet;memmimhy.leadingtomdnu,
swelling, cracking, weeping clear fluid, and finally, crusting and scaling. In many
_"cases, there are periods of time. when the discase is worse (called exacerbations or
fisres) followed by periods when the skin improves or clears up entirely (called
remissions). Atopic dermatitis is often referred to as “eczema,” which is a
geaeral term for the several types of inflammation of the skin. Atopic dermatitis
is the most common of the many types of eczema. Examples of atopic dermatitis
include: allergic contact eczema or dermatitis (e.g., sometimes manifested as a
red, itchy, weepy reaction where the skin has come into contact with a foreign
substance, such as poison ivy or certain preservatives in creams and lotions);
contact eczema (e.g., a localized reaction that includes redness, itching, and
burning where the skin has come into contact with an allergen or with an irritant
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such as an acid, aclenningagent,grotha‘chemical); dyshidrotic eczema (e.g-, an
irritation of the skin on the palms of hands and soles of the feet characterized by
clear, deep blisters that itch and bum); neurodermatitis (e.g., scaly patches of the
skin on the head, lower legs, wrists, or forearms caused by a localized itch (such

- a8 an insect bite) that become intensely irritated when scratched ); nummular
eczema (e.8., manifested as coin-shaped patches of irritated skin-most common
on the arms, back, buttocks, and lower legs-that may be crusted, scaling, and
extremely itchy); seborrheic eczema (o.g., menifested as yellowish, oily, scaly
patches of skin on the scalp, face, and occasionally other parts of the body).
Additional particular symptoms includs stasis dermatitis, atopic pleat (o.g.,
Dennie-Margan fold), cheilitis, hyperlinear palms, hyperpigmented eyelids:
eyelids that have become darker in color from inflammation or hay fever,
ichthyosis, keratosis pilaris, lichenification, papules, and urticaria. An
IL-21/IL-21R pathway antagonist can be admihistered to amefiorste one or more
of these symptomas. :
Fibrotic Disorders

[0207] Although production of collagen-is s highly regnlated process, its
disturbance may lead to the development of tissue fibrogis. Abnormal
accumulation of fiirous materials may ultimately lead to organ faiture (Border et
al. (1994) New Engl. J. Med. 331:1286-92), Injury to any organ leads to a
stereotypical physiological response: platelet-induced hemostasis, followed by an -
influx of inflammatory cells and activated fibroblasts. Cytokines derived from
these cell typos drive the formation of new extracellular matrix and blood vessels
(granulation tissue). The generation of granulation tissue is a carefully
archestrated program in which the expression of protease inhibitors and
extraceltular matrix proteins is upregulated, and the expression of proteases is
reduced, leading to the accumulation of extracellular matrix,

[0208] The development of fibrotic conditions, whether induced or spontaneous,
is cansed at least in part by stimulation of fibroblast activity. The infhux of
inflammatory cells and activated fibroblasts into the injured organ depends on the
ability of these cell types to interact with the interstitial matrix, which contains
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primarily collagens. Many of the discases associated with the proliferation of
fibrous tissue are both chronic and often debilitating, including for example, skin
diseases such as scleroderma. Some, including pulmonary fibrosis, can be fatal
due in part to the fact that the currently available treatments for this discase have
significant gide effects and are generally not efficacious in slowing or halting the
progreasion of fibrosis (Nagler et al. (1996) Am. J. Respir. Crit. Care Med.
154:1082-86).

"[0209] Fibrotic disorders include disorders characterized by fibrosis, ¢.g., fibrosis
of an internal organ, a dermal fibroging disorder, and fibrotic conditions of the
‘eye. Fibrosis of internal organs (e.g., liver, lung, kidney, heart blood veasels,
gastrointestinal tract), occurs in disorders such as pulmonary fibrosis,
myelofibrosis, liver cirthosis, mesangisl proliferative glomeralonephritis,
crescentic glomerulonephritis, diabetic nephropathy, renal interstitial fibrosis,
renal fibrosis in patients receiving cyclosporin, and HIV sssociated nephropatity.
{0210] Dermal fibrosing disorders include, e.g., scleroderma, morphea, keloids,
hypertrophic scars, femilial cutaneons collagenoma, and connective tissue nevi of
the collagen type. Fibrotic conditions of the eye include conditions such as
diabetic retinopathy, postsurgical scarring (for example, after glaucoma filtering
surgery and after cross-eye surgery), and proliferative vitreoretinopathy.

{0211] Additional fibrotic conditions that may be treated by the methods of the
Present invention include: rheumatoid arthritis, diseases associated with
prolanged joint pain and deteriorated joints, systemic sclerosis (including
progresaive systemic sclerosis), polymyositis, dermatomyositis, eosinophilic
fasciitis, morphea (localized scleroderma), Raynaud®s syndrome, and nasal
polyposis.

{0212] An IL-21/1L-21R pathway antagonist can be administered to treat or
prevent fibrotic disonders or to ameliorate one or more of the symptoms of these
disorders.

6
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Assuys for Meaguring the Activity of IL-21/IL-21R Antagonists as Modulators of
Cytokine Production and Cell Proliferation/Differentiation

J0213] The activity of IL-21/IL-21R antagonists as modulator of cytokine
production and cell proliferation/differentiation can be tested using any one of a
number of routine factor-dependent cell proliferation assays for cell lines
including, without limitation, 32D, DA2, DAIG, T10, B9, BY/11, BaF3, MCY/G,
MHpreB M+), 2E8, RBS, DA1, 123, T1165, HT2, CTLL2, TF-1, Mo7¢ and
CMK.

[0214] Assays for T-cell or thymocyte proliferation include without limitation
" those described in: Current Protocols in Immunology, Ed by J. E. Coligan, A. M.
Kruisbeek, D, H. Margulics, E. M. Shevach, W Strober, Pub. Greene Publishing
Associates and Wiley-Interscience (Chapter 3, Jn vitro assays for Mouse °
Lymphocyte Function 3.1-3.19; Chapter 7, Immunologic studies in Humans);
Takai et al. (1986) J. fimmunol. 137:3494-500; Bertagnolli et al. (1990) J.
Immunol. 145:1706-12; Bertagnolli ei al. (1991) Cellular Immunology 133:327-

" 41; Bertagnolli et al. (1992) J. mmunol. 149:3778-83; Bowman et al. (1994) J.
* Immunol, 152:1756-61. Assays for cytokine production and/or proliferation of
spleen cells, lymph node cells or thymocytes include, without limitation, those
described in: Polyclonal T cell stimulation, Kruisbeek, A. M. and Shevach, E. M.
In Cwrrent Protocols in Immunology. J. B.e.a. Coligan eds. Vol 1 pp. 3.12.1-
3.12.14, John Wiley and Sons, Toronto. 1994; and Measurement of miouse and
Iiman Interferon gamma, Schreiber, R. D: In Current Protocols i Immunology.
J. B.e.a. Coligen eds. Vol 1 pp. 6.8.1-6.8.8, John Wiley and Sons, Toronto. 1994.
[0215] Assays for proliferation and differentiation of. hematopoietic and
lymphopoietic cells inchude, without limitation, those described in: Measurement
of Human and Murine Interlenkin 2 and Interleukin 4, Bottomly, K., Davis, L. S.
and Lipsky, P. E. In Current Protocols in Immunology. 1. E.e.a. Coligan eds. Vol
1 pp. 6.3.1-6.3.12, John Wiley and Sons, Toronto. 1991; deVrics et al. (1991) J
Exp. Med. 173:1205-11; Moreau et al. (1988) Nafure 336:690-92; Greenberger et
al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. U.5.A. 80:2931-38; Measurement of mouse and
human interleukin 6, Nordan, R. In Current Protocols in Immunology. J. E.ca.
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Coligan eds. Vol 1 pp. 6.6.1-6.6.5, John Wiley and Sons, Toronto. 1991; Smith et
al. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83:1857-61; Meagurement of human
Interleukin 11, Bennett, F., Giannotti, J., Clark, S. C. and Turner, K. J. In Current
Protocols in Immunology. J. E.e.a. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.15.1 John Wiley and
Sons, Toronto. 1991 Measurement of mouse and human Interleukin 9, Clarlettn.
A.,Gmmoth,] Clark, S. C. and Tumer, K. J. In Cirrent Protocols in
Immunology. J. B.c.a. Coligmn eds. Vol 1 pp. 6.13.1, John Wiley and Sons,
Toronto. 1991.

[0216] Assaysfor T cell clone responses to antigens (which will identify, among
others, proteins that affect APC-T call inferactions as well as direct T cell effects
by measuring proliferation and cytokine production) include, without limitation,
those described in: Current Protocols in Immunology, Ed by J. E. Coligan, A. M.
Kruisbeek, D. H. Margulics, E. M. Shevach, W Strober, Pub. Greene Publishing
Associates and Wiley-Interscience (Chapter 3, In vitro assays for Mouse
Lymphocyte Function; Chapter 6, Cytokines and their cellizlar receptors;

Chapter 7, Immunologic Mﬂ in Humans); Weinberger ct al. (1980) Proc. Natl.
Acad. Sci. U.SA. 77:6091-95; Weinberger et al. (1981) Eur. J. fmmun. 11:405-
11; Takai et al. (1986) J, Immunol. 137:3494-500, Takai et al. (1988) J. Immunol.
140:508-12.

EXAMPLES
10217] Themventonw:llbeﬁnth:ﬂlmhﬂedmﬂmfoﬂmngnonhmﬂng
examples.

BExample 1: Isolation and Characterization of Murine MU-1 cDNAs

[0218] A partial fragment.of the murine homolog of the MU-1 receptor was
isolated by PCR using oligomucleotides derived from the human sequences.
cDNA was prepared from RNA isolated from 17-day old murine thymns and
from the murine 2D6 T cell line. A DNA fragment of approximately 300
nucleotides was amplified from the cDNA by PCR with the following
oligonucleotides, corresponding to regions 584-603 and 876-896, respectively, of
the human cDNA sequence in FIG. 1 (corresponding to SEQ ID NO:1):

"6
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ascaTcaascoaacreecee  (Sp)(SEQ ID NO:11)
crecaTTaacTecasareee  (3p) (SEQ ID NO:12)
Amplification was carried out using Taq polymerase in 1X Taq buffer containing
1.5 mM of magnesium chloride for 30 cycles at 94°C for one minute, S0°C for 1
minute, and 72°C for one mimute. The DNA sequence of this fragment was
determined, and two oligonucleotides were derived from an internal portion of
. this fragment with the following sequenses: °
mmmac&rr (5P) (SEQID NO:13)
TAAATGAAGTACCTOACTGA  (3P) (SEQ ID NO:14)
[0219] The oligonucleotides wers used to amplify an internal 262-mucleotide
fragment of the original PCR product (corresponding to micleotides 781-1043 in
of the murine cDNA sequence of FIG. 1, and SEQ ID NO:9)to use as a
hybridization probe to screen a cDNA library isolated from the 2D6 T cell line.
Filters were hybridized at 65°C using standard 5X SSC hybridization conditions
and washed into SSC at 65°C. Twenty clones were isolated that hybridized to the
probe in a screen of 426,000 clones. DNA sequence was determined: from two
.independent clones. Full-length sequence of clone #6 confirmed that it was the
full-length murine homolog of human MU-1 (SEQ ID NO:9).
[0220] The full-length nucleotide sequence of murine MU-1 is shown in FIG. 1
(corresponding to SRQ ID NO:9). The nucleotide sequence has a predicted leader
 sequence at mucleotides 407-464, coding sequence at mucleotides 407-1993,
" termination codon at muclectides 1994-1996. Nucleotides 1-406 correspond to
the 5° untranslated region, and mucleotides 1997-2628 comespond to the 3°
untranslated region (SEQ ID NO:9).’
[0221] The predicted protein sequence of murine MU-1 is shown in FIG. 2
(corresponding to SEQ ID NO: 10). This murine MU-1 protein contains a
predicted leader sequence determined by SPScan (score= 10.1) (comesponding to
emino acids 1-19 of SEQ ID NO: 10), and a predicted transmembrane domain
(corresponding to amino acids 237-253 of SEQ ID NO:10). Predicted signaling
motifs include the following regions in FIG. 2B: Box 1: amino acids 265-274 of
SEQ ID NO: 10; Box 2: amino acids 310-324 of SEQ ID NO: 10, six tyrosine
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residues at positions 281, 319, 361, 368, 397, and 510 of SEQ ID NO:10.
Potential STAT docking sites include: STATS: EDDGYPA (SEQ ID NO:20);
STAT3: YLQR.

Example 2: Comparison of Human and Murine MU-1:

[0222] The GAP algorithm was used to compare the human and murine MU-1
amino acids. Human MU-1 was cloned using a 70-amino acid region of the
buman IL-5 receptor (SEQ ID NO:3) for searching a GenBank database, as weil

" a8 primers for PCR (SEQ ID NO:4 and 5), and hybridization oligonucleotides
(SBQID NOs:6 and 7). A comparison of the murine and human predicted
protein sequences is shown in FIG. 4. The amino acids were 65.267% identical
vsing the GAP algorithm. The alignment was generated by BLOSUMG62 smino
acid substitution matrix (Henikoff and Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 89: 10915-19). Gap parameters = Gap Weight: 8, Average Match =2.9
12, Length Weight = 2, Average Miamatch = -2.003; Percent Similarity = 69.466.
[0223]. A comparison of the human and murine cDNA mucleotide sequences is
shown in FIG. 3. The DNA sequences are 66.116% identical when aligned using
the GAP slgorithm. Gap Parameters: Gap Weight = 50, Average Match 10.000,
Length Weight = 3, Average Mismatch = 0.000, Percent Similarity = 66.198.
[0224) Both human and mouse MU-1 proteins arc members of the Type 1
cytokine receptor superfumily. Evatustion of the sequence of both murine and

- Iuman MU-1 reveals the presence of potential Box-1 and Box-2 signaling motifs.
Six tyrosine residues aro present in the cytoplasmic domain and could also be
impaortant in signaling fimctions of MU-1. Comparison of the sequences of MU-1
with other members of the family suggested the presence of potential docking
sites for STAT 5 and STAT 3.

Example 3: Determination of STAT signaling pathways used by Human MU-1
[0225] BAF-3 cells were engineered to express a chimeric cytokine receptor
consisting of the extracellular domain of the uman EPO receptor and the
intracellular domain of the MU-1 receptor. BAF-3 cells that expressed
huEPORJMU-Kcyto) chimeric receptors proliferated in response to human




soluble EPO. Thes cells were analyzed to determine which STAT molecules
were phosphorylated in response to EPO signaling. Briefly, control unmodified
parental BAF-3 cells and EPOR/MU chimeric BAF-3 cells ware rested from IL-3
containing growth medium, and restimulated with either IL-3 or EPO for 0, 15,
30 and 60 minutes. The cells wero pelleted and resuspended in ice-cold lysis
buffer containing orthovanadate to preserve phosphorylated tyrogines. Equal
amounts of cell lysate were electrophoresed by SDS-PAGE and blotted onto
 nitrocellulose membranes for western analysis. Duplicate blots were stained for
phospharylated and nonphosphorylated forms of STAT 1, 3, 5, and 6 by using
antibodies specific far each form of the STAT molecule. HELA cells,
nonactivated and activated with alpha-interferon, were used as positive controls.
[0226} These results indicated that under these specific conditions, signaling
through MU-1 results in the phosphorylation of STAT 5 at all time points tested
(T=0, T=15", T=30", T=60"). Treatmént of controls or the chimeric BAF-3 cells
with IL-3 resulted in phosphorylation of STAT 3, but not STAT 1 ar 5.

Example 4: Tissue Expression of Murine and Human MU-1

Example 4.1: Northern Analysis

_ [0227] Northern blots of polyA+ RNA from vanoulmles(Clonmh, Palo
Alto, CA) were performed as recommended by the manufacturer. For the murine
blots, a 262-nucleotide fragment corresponding to nucleotides 781-1043 of FIG. 1
.mdSEQ]DNO9muwﬂforhyh1d:zahon.

[0228] AmgletmamptofmmmeMU—lwdetectedmndnltmmnesplm
lung, and heart tissnes. The larger transcript observed in human tissues was not
- observed in mouse tissues.

[0229] Two transcripts of human MU-1 were detected in adult human lymphoid
tissues, PBLs, thymus, spleen and lymph node, and in fetal lung.

Example 4.2: In Situ Hybridization |
[0230] In situ hybridization studies were performed by Phylogency Inc. of
Columbus, OH (according to the method of Lyons et al. (1990) J. Cell. Biol.
111:2427-36). Briefly, serial 5-7 micron paraffin sections were deparaffinized,
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fixed, digested with proteinase K, treated with tri-ethanolamine and dehydrated,
cRNAlwmprepﬂedﬁ'omlineuizaanNAtunplntutogmm:nteanﬁmd
sense probes. The cRNA transcripts were synthesized according to
_ manufacturer’s conditions (Ambion) and Iabeled with **S-UTP. Sections were

. hybridized overnight, washed umder stringent conditions, and treated with RNase
A and dipped in nuclear track emulsion and exposed for 2-3 weeks. Control
sections were hybridized with sense probes to indicate the background level of
the procedure. The murine probe consisted of a 186-bp fragment corresponding to
nucleotides 860-1064 (SEQ ID NO:9). The human probe was a 23-bp PCR
product generated from human MU-1 DNA.
{0231] Murine MU-1 expression was observed in the lymph nodes of the adult
small intestine at germinal centers. Specialized lymph nodes and Peyers patches
n]noexhibmedmlmneMUlmon.
{0232} Huoman MU-1 exprmnnmdntectedatgmunﬂcmtusoﬂhelymph
nodules in the cortex. Themedulln,whmhcontmmmmrophmmneganve
for uman MU-1. In human spleen, human MU-1 exprumonwndetwtedmihe
regions of white pulp but not red pulp.

Bxample §: Expression of Human MU-1 in celts and cell ines:

[0233] RNase protection analysis was performed on resting and activated human
T cells and the B cell lines, Raji and RPMI 8866, and the T cell line Jurkat., -
Human T cells-were activated with anti-CD3 and anti-CD28. The cell lines were
activated by phorbol ester and ionomycin. MU-1 riboprobe-producing plasmid
was constructed by inserting a 23-bp PCR product (PCR was performed by using
5* primer CACAAAGCTTCAGTATGAGCTGCAGTACAGGAACCGGGGA
(SEQ ID NO:15) and 3’ primer
CACAGGATCCCTTTAACTCCTCTGACTGGGTCTGAAAGAT (SEQ ID
NO:16) into the BamHI and HindII sites of pGEM32zR-) (Promega, Madison,
WI) vector). To make the riboprobe, the riboprobe-producing plasmid was
linearized with HindIll. The resulting DNA was phenol/chloroform extracted and
precipitated with ethanol. T7 RNA polymerase was used to make the riboprobe
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according to the protocol suggested by the vendor (PharMingen, San Diego, CA).
The RNase protection assay was performed by using PharMingen’s _
RIBOQUANT" Multi-Probe Ribomuclease Protection Assay system. 2.0 pgof
total RNA were included in each RPA reaction, after RNase digestion, the
protected riboprobes were run on s QUICKPOINT  rapid nucleic acid separation
system (Novex, San Diego, CA). Gels were dried and exposed according to the
sumtiomofthevﬁdor. :
{0234] Human MU-1 RNA is upregulated in anti-CD3+ anti-CD28-stimulated
buman purified CD3+ cells when compared with unstimulated populations.
MU-1 is also upregulated upon restimulation in Th] and Th2-skewed T cell

. popiilations. The B cell lines, RPMI 8866 and Raji, constitutively express MU-1

while the Jurkat T cell ime does not.

Example 6: Binding of Human MU-1 to Known Cytokines

[0235] Both luman and murine Ig fusion proteins were constructed and
immobilized on Biacore chips in an effort to identify the ligand for MU-1. A
variety of cell culture conditioned media as well as a pane] of known cytokines
were evaluated for binding to MU-1. Some cytokines were also tested in
combination with other receptor chains in the family to consider the possibility
that MU-1 may require a second receptor chain for ligand binding. The following
cytokines were tested and found to be negative for MU-1 binding: mI1-2, hIL-2,

. BIL-15, miL-7, TSLP, TSLP +1L-7, TSLP + IL-TR, TSLP +IL-7g, TSLP +IL-2,

TSLP + I1.-2 + IL-2Rbeta, IL.2-Rbeta, [L-2Rgamma, IL-7R, IL-2 + IL-2Rbeta,
IL-2 + IL-ZRgamma, IL-15 + [L-2Rbeta, [L-15 + IL-2Rgamma, IL-7 +
IL-2Rgamma, IL-2 + IL-7R, IL-15 + IL-TR, IL-7 + IL-7R. Known receptors have
been immobilized as well and tested for MUFc binding with negative results.
1L-15 will bind to IL-2Rb but not IL-2Rg or MUFc.
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Example 7: Inhibition of IL-21/IL-21R Activity Ameliorates the Severity of
Symptoms in Collagen-Induced Arthritis (CIA) Mice

{0236] This example shows that [L-21R antagonists, e.g., IL-21R-Ig fusion

. proteins (murine IL-21RFc protein or “mull-21RFc") or anti-IL-21R antibodies,

ameliorate symptoms in & CIA murine model. :

10237] Male DBA/1 (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) mice were used for
all experiments. Arthritis was induced with the use of bovine collagen type II
(Chondrex, Redmond, WA). Bovine collagen type II (Chondrex) was dissolved
in 0.1 M acetic acid and emulsified in an equal volume of complete Freund’s
adjuvant (Sigma) contrining 1 mg/ml Mycobacterium tuberculosis (strain
H37RA). 100 pg of bovine collagen was injected subcutineously in the base of
the tail on day 0. On day 21, mice were injected subcutaneously, in the base of
the tail, with a solution containing 100 pg of bovine collagen in 0.1 M acetic acid
that had been mixed with an equal vohume of incomplete Freund’s adjuvant
(Sigms). Nalve,animals received the same sets of injections, minus collagen.
The doging protocol is shown schematically in FIG. 16. Mull-21RFc was
administered prophylactically or therapeutically to DBA mice. In the therapentic
regimen, treatment was initiated if discase was observed for two consecutive days
in a mouse.

[0238] Mice were monitored at least three times a week for disonse progreasion.
Individual limbs were assigned a clinical score based on the index: 0 = normal, no
swelling; 1 = visible erythema sccompanied by 1-2 swollen digit, or mild
swelling in ankie; 2 = pronounced erythema, characterized by mild to moderate
paw swelling and/or two swollen digits; 3 = extensive swelling of the entire paw,
i.e,, extending into ankle or wrist joint; 4 = resolution of swelling, ankylosis of
the paw; difficulty in use of liznb or joint rigidity. Thus, the sum of all limb
scores for any given mouse yielded a maximum total body score of 16.

{0239} At various stages of disease, animals were cuthanized, tissues were
barvested and paws were fixed in 10% formalin for histology or 4%
paraformaldehyde, pH 7.47, decalcified in 20% EDTA (pH 8.0) and embedded in
paraffin for in situ hybridization. Using light microscopy the paws were scored
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on a 5-grade scoring method (0-4) to characterize the intensity and extent of
arthritis. Inflammatory infiltrates were used for scoring in addition to other
changes related to the inflammation, such es pannus formation, fibrous of the
gynovial membrane, articular cartilage erosion and/or subchondral bone
destruction. Histology grades were determined-using readings of individual
paws: NAD = 0 or nothing abnormal discovered; 1 =slight to moderate; 2 = mild
to moderate; 3 = marked; and 4 = massive.

[0240] A reduction in the severity of the symptoms was observed after
prophylactic treatment of CIA mice using mull -21RFe (100 pug or 200 pg)
administered intraperitoncally (IP) every other day starting one day before the
collagen boost (data not shown).

{0241] The effects of mulL-21RFc (200 pg/mouse 3xlweek)onam
thulpepucCIAmomuaﬁmcuofdnypmt-mmmmahcwanIG. 17.
Mouse Ig (200 pg/mouse 3x/week) was used as a control. A reduction in the
severity score is shown starting from day 7 post-treatment.

[0242] These experiments demonstrate that administration of an IL-21R

" antagoniat, e.g,, IL-21R-Fc fusion proteins, to CIA mice cither prophylactically or
semi-therapeutically significantly ameliorated arthritic symptoms.

Example 8: In situ hybridization of IL-21R transcripts

J0243) Thou:preanonofIL-ZlRmRNAmarthnhcpawaofmcemﬂaClAw
dotermined. Anh-smsomne]bzmribopmbumuwd (FIG. 18A); sense
pmbuwmusedasnegatwemuols(ﬂﬁ 18B). Digoxygenin-labeled probes
were prepared with the use of a DIG RNA labeling mix (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany), a8 described by the manufacturer. Expression of TL-21
receptor mRNA was detected in macrophages, neutrophils, fibroblasts, a
subpopulation of lymphocytes, synoviocytes and epidermis (FIG. 18A).
Decreased staining was seen in the control paws or with sense probes (FIG. 18B).
miL-21R mRNA positive cells were: neutrophils (N), and macrophages (M). In
situ hybridization shows enhanced expression of IL-21R in the paws of arthritic
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Example 9: Inhibition of IL-21/IL-21R Activity Ameliorates the Severity of IBD-
like Symptoms in the HL.A-B27 Rat Model

[0244) This example shows that IL-21R antagonists, e.g., IL-zm-Ig fosion,
proteins (murine IL-21RFc protein or “mull-21RFc") or anti-IL-21R antibodies,
- ameliorate IBD-like symptoms in HLA-B27 rat model.

10245] A murine IL-21 Receptor-Fc fusion polypeptide (MulL-21RFc) was
generated as described herein and was evaluated for its ability to alleviate
inflammaetion of the bowel in the HLLA-B27 rat model. mm-m7mqud _
‘has been extensively used to evaluate IBD therapies because the bowel
inflammation observed in the model shares several clinical, histological, and
mmunologm]hhnuwﬂhlﬂDmhmm(mewedm,e.g,Elmetal(l”S)
'Gmﬂom'ology, 109:1344-67; Blanchard et al, (ZOOI)EWUPGMC)W
_ Network 12:111-18; Kim et al. (1999) Arch. Pharm. Res. 22:354-60). For example;
the HLA-B27 rat overexpresses human major histocompatibility complex I allele
B27 and B2-microglobulin gene products. Such gene products ars associated with
the development of chronic inflammatory diseases, such ss IBD.

[0246] Rats utilized in the study had developed chranic inflammation of the
gastrointestinal tract (GI) as evidenced by clinical signs of persistent diarrhea.
Stools were assigned a clinical score (0-3) based on the index: 0 =normal with
formed stoo] pellets; 1 = soft, with formed stool pellets; 2 = loose, no formation
.of stool pellets; and 3 = watery diamrhea (see FIG. 19). The rats were monitored
-for 18 days during which stodls were cvaluated for diseaso progression. A. - ;-
clinical score of 3 is indicative of persistent diarthea (shown s IgG control).
MulL-21RFc was administered (6 mg/kg IP, 3X week) to five HLA-B27
transgenic rats/group for a period of 18 days. Another group was given 6 mg/ml
mEnbrel (soluble TNF-receptor Fc fusion), a positive control. A third group,
consisting of an equal number of mice, was administered IgG as a control in the
same manner and dosage. |

[0247] A marked reduction in the clinical score was detected in the groups
treated with MulL-21RFc and mEnbrel, compared to the IgG control (see FIGS.
19 and 20). Administration of MullL-21RFc showed an efficacy similar to
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mEnbrel in ameliorating IBD-like symptoms. Results from this study
demonstrate that the administration of MulL-21RFc decreases bowel
inflammation with gimilar efficacy as mEnbrel in a HLA-B27 rat model relative
to rats administered control IgG (see FIGS. 19 and 20).

[0248] The alleviation of symptoms expressed in terms of improved stool score
was confirmed by histological analysis. Rats treated with Mull-21RFc scored
significantly lower diseape severity than those treated with control, IgG, in
regards to ulceration, inflanymation, lesions depth, and fibrosis (see FIG. 21).

The histological analysis was assigned a clinical score from 0-2 ar 0-3, as
indicated, where a higher score is indicative of increased severity in the rat IBD
model. Aﬁmiﬁcmdmofhﬂmmaﬁoninmebgwelmdm@edindl .
. categories examined in groups treated with Mull-21RFc and mEnbrel relstive to
control. MulL-21RFc showed » similar efficacy as mEnbrel in ameliorating the
histological signs of discase severity. To support an extension of the reaults
shown sbove to humans, FIG. 19 (right side paniel) shows i situ hybridization of
MU-1 mRNA in the lymphocytes and lymph nodes of the normal buman
intestine, indicating expression of MU-1 mRNA in the organ relevant to the
disease.

Exemple 10: Inhibition of IL-21/IL-21R Activity Delays Allogencic Skin Graft
Rejection in Mice

10249] This exemple shows that IL-21R entegoniats, ¢.g., IL-21R-g fusion
proteins (murine IL-21RFc protein or “mulL-21RFc”) or anti-IL-21R entibodics,
delnysaﬂogenmcahngmﬂrqecﬂonmmme,andﬂnmpmlongsgnﬂmvﬂ.
[0250) Administration of MulL-21RFc was shown to delay allogencic skin graft
rejection in mice injected with retrovirally transduced T cells. FIG. 22 depicis a
greph showing the percentage of graft survival relative to days post-adoptive
transfer. In this model, nude mice show healed allogerieic skin grafts because the
mice have no detectable T cells. When activated B6 T cells that had been
_rehbvhﬂtyengineaedmmeontolGFPorLﬂmhjwtedimoﬂ:e
nude mice, grafts were rejected (see FIG. 22). If'the T cells were engineered to
secrete MulL-21RFc (which is expected to neutralize IL-21-made by these cells),



e

n
8. ngg

the grafis survived for longer time intervals as shown in FIG. 22 (indicateil by the
IL-21R-Fc compared to the GFP and IL-21 controls), Ten mice were used for the
GFP and MulL-~21RFec, respectively; fifteen mice were used. for the IL-21
controls. meseruultudqnmsuutearoleforn.-zman_mpniminpmlonghg
graft survival.

Enmplell hhibmunofllJlﬂIJlRAsnutyRednnuDumSymptnmsma-
CD45RB™ Adoptive Transfer Model .

{0251) This example shows that IL-21R antegonists, e.g., IL-21R-Ig fusion
proteins (murine IL-21RFc protein or “mulL-21RFc”) or anti-IL-21R antibodies,
ameli-omeuymptomsinamnuumodelofpamimism&inﬂmﬂorybowel
disease (IBD). :

[0252] Transfer of CDASRB" CD4* naive T cells into severe combined
immunodeficiext (SCID) mice results in colitis and/or skin lesions resembling:
peoriasis, depending upon cage housing conditions. BALBc CD45RB" CD4*

. T cells (nalve population) were sorted from spleen cells first by negative selection

on columms for CD4" T cells and then further sorted by flow cytometry, selecting
for high CD45 expression. 4x10” cells of this population were transferred into
female C.B-17 SCID mice, and the mice were scored for séveral weeks for
clinical signs of psoriesis and IBD. Mice honsed under static cage conditions
develop inflammatory bowel disease; mice housed under regnlar conditions with
mﬂuwr.hmgullaodeveloppmm Mice were scored for psoriasis on a scale

.ﬁuml-é l-mﬂd,modmaythm(usunﬂyeyehdlmdm)ﬂ%ofbodY

2 = mild scaling and moderate to severe exrythema (usnally ear and face) 2-10 %
of body; 3 = severe erythema and scaling (eer face and trunk) 10-20% of body;

4 = very severe erythema throughout body 20-40% of body; 5 = very severe
erythema throughout body, 40-60% of body; 6 = very severe erythema throughout
body 60-100% of body. Mice were scored for IBD by weight loss and stool
score: 0 = normal; 1 = soft; 2 = diarrhes; 3 = diarrhea containing blood and
mucus,

[0253) Treatment using mull -21RFc was effective in ameliorating psomms—llke
symptoms. In mice that developed akin inflammation, trestment by
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intraperitoneal injection with 200 pg mull-21RFc 3x per week beginning eight
weeks after CD45SRB" cell transfer resulted in reduced erythema, scaling snd hair
Joss when compared to control mice treated with anti-E. tenella Ig (FIG. 23).
Treatment of CD45RB™ recipient mice with 200 pg mulL-21RFc 3x per week at
the time of cell trangfer resulted in delayed:onset of peoriasis and leas severe
cﬁnimldimeompued_bmhohomtheoomeoﬂheexpuﬁnmt(ﬂﬁ.ﬁ).
The resulis of the experiment are summarized in FIG. 36.

[0254] Trestment using rmuIL-21RFec was also effective in ameliorating
inflammatory bowel symptoms. Trestment of CD4SRB™ recipient mice with
200 g of 400 pg mull-21RFc three times per week at the time of cell transfer
resulted in a significant reduction of clinical signs of colitis es measured by body
weight loas (FIG. 37) and stool score (FIG. 38) when compared with Ig control-
treated mice. The results are summarized in FIG. 39. Macroscopic evaluation of -
colons from control-treated CD45RB" recipients showed severe thickening and
swelling which was almost completely suppressed in mice treated with
mulL-21RFc. Microscopically, control-treated mice also exhibited a greater
degree of epithelial hyperplasia and leukocyte infiltration in the lamina
propria/submncosa when compared with mulL-21RFc-treated mice.

Additionally, serum cytokines were measured from control-treated mice and
mulL-21RFc-treated mice. OfWWMMym
interferon (IFN-y) was detectable in the serum. 'I'reahnmtwithm_n]IleRFca;
200 pg or 400 g doses resulted in significantly reduced serum levels of IFN-y
when compared with Ig control-treated mice (FIG. 40). IFN-y can be used as a
biomarker for IL-21R antagonist efficacy in IBD.

0255] CD45RB" (nalve) and CD45SRBY (memory) subsets were tested by a
proliferation assay for their response to IL-21. In the IBD transfer model, only

the nafve cells cause disease, and disease can be suppressed by the addition of the.
memory population. In this assay, purified populations were stimulated with
plate-bound anti-CD3 and tested for *H-thymidine incorporation in response to
IL-21. The nalve population showed a significantly increased response to IL-21
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compared to the memory population (FIG. 41). This suggests that IL-21 is an

- important cytokine for the expansion of this population in vivo.

[0256] Addition of IL-21 to activated CD4* CD45RB" cells in cultore induced
the secretion of multiple cytokines. Anti-CD3-stimulated CD4SRB® CD4*

. T cells wero treated with 100 units/ml IL-2 or 1 ng/ml, 10 ng/ml or 100 ng/nl
1L-21. In respanse to IL-21, CD45RB" cells secreted increased levels of IL-2,

" IL4, 1L-10, IL-17, IL-18, IL-22, IFN-y and TNFa (FIG. 42). Blockade of
endogenous 11.-21 by addition of 50 pg/ml or 100 pg/ml mull-21RFc resulted in
decreased levels of cytokines in these cultares compared to cultures trested with
an Ig control (FIG.43). '

[0257] Taken together, these results indicats that I1-21 is a potent potential
player in the inflammatory responses in this model and that IL-21R antagonists

. can be of therapeutic benefit in Th1-mediated diseases such as Crohn’s and
Exdruple 12: Mice Lacking IL-21R Show a Reduction in Antigen-induced Airway
et .
{0258] This example shows that transgenic knockout mice lacking the I1.-21
receptor (IL-21R —/-) have a significantly reduced response to antigen-induced

' [0259] IL-21R ~/- and wild type (WT +/) CSTBLIG mice (8-12 weeks old) were
immunized by intraperitoneal injection of 20 pg OVA emulsifiedin225 mg
ahum (Alum Inject; Pierce) on days 0 and 14. On days 26, 27 and 28 the girways
were challenged with an scrosol of 5% OVA in PBS for 30 min. Forty-eight
hours after the last OVA challengs, animals were asseased for changes in lung
resistance and dynamic compliance to acrosolized methacholine. QVA
scnsitization and challenge resulted in & significait increase in airway
hyperresponsivencss after aerosolization of methacholine in WT +/ mice when
compared with OV A-sensitized PBS-challenged WT ++ mice (FIG. 24).
However, there was no difference of airway hyperresponsiveness in OVA-
sensitized/OVA-challenged IL-21R —/~mice to serosolized methacholine over the
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entire dose range compared to OV A-sensitized /OVA-challenged WT ++ mice
(FIG. 24). . | .

[0260) Animals were then sacrificed and blood and branchoalveolar lavage fluid
(BALF) collected for analym of pulmomny inflammation, cytokine levels and

* total and anti-OV A IgE titers. BALF was collected by branchoalveolsr lavage
with 3x 0.7 ml of PBS., Total BALF cell numbers were increased approximately
36 fold after OVA challengs in WT -+ mice, compared with PBS-challenged
controls in contrast to a'3-fold increass over PBS-challenged controls in IL-21R —
/- animals (FIG. 25A). Furthermare, total cell sumbers within the BALF of
OVA-sensitized/OVA-challenged IL-21R —/— mice were significantly lower than
those observed in OVA-sensitized/OVA-challenged WT +/+- animals. There was
no difference in BALF total cell numbers in OV A-sensitized/PBS-challenged
IL-21R —/ end WT -4 mice (FIG. 25A). OVA challenge resulted in a
significant increase in BALF cosinophils in both WT +/4+ and IL-21R —/~ nice,
compared to identically sensitized but PBS-challenged controls. Absolute
umbers of BALF eosinophils were significantly attenuated in IL-21 —/~ animals.
compared to-those observed in OV A-sensitized/OVA-challenged WT ++ animals
(FIG. 25B). Deletion of IL-21R also significantly sttenuated the increases in
numbers of BALF lymphocytes (FIG. 25C) and neutrophils (FIG. 25D) after
OVA challenge.

" [0261] Levels of IL-5, IL-13 and TNFa mtlnn the BALF increased significantly
in OVAMMQM WT -+/+ mice coinpared with PBS-challenged
controls (FIGS. 26 and 27). In contrast, OVA-sensitization and challenge
induced a very modest increage in the levels of these cytokines in the BALF of
IL-21R —/- mice as compared with PBS-challenged controls and levels were
significantly lower than thoss observed in OV A-sensitized/OVA-challenged WT
anitnals (FIGS. 26 and 27). TNFa and IL-5 levels in BALF were quantified using
a cytometric bead amray kit (Mouse Th1/Th2 Cytokine CBA, BD Biosciences, San
Diego, CA). IL-13 levels in BALF were quantified by ELISA.

[0262] As shown in FIGS. 28A-B, serum total IgE end anti-OVA IgE levels after
OVA sensitization/OVA challenge in IL-21R ~ were much lower compared
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with identically treated WT+/4 mice. However, there was no significant
diﬂ'ermceintheﬂle—l-deTH—FmicewhmeithEWWOVAdpeci:_ﬁc
IgE levels were compared afier PBS challenge.

[0263] These results suggest that inhibition of IL-21-medieted responses can
provide therapeutic value in the treatment of allergy and asthma.

Example 13: Inhibition of IL-21/IL-21R Activity Ameliorates the Severity of
Symptoms in 8 MRL-FAS™ Lupus Model

10264] This example shows that IL-21R antagonists, e.g., [L-21R-Ig fusion
proteing (murine IL-21RFc protein or “mulL-21RFc”) or anti-IL-21R antibodies,
mﬁmﬂemtanichlpuaaythmm(-ﬂ.ﬂylikesympmianRLFaf'
10265} Male MRL-Fas™ mice were used for all experiments. These mice
‘present multiple symptome similar to humsn SLE, including DNA
antoantibodies, destruction of multiple tissues, and immune complex
glameralonephritia. 400 ug MulL-21RFc or an isotype control was injected
intraperitoneally three times per week beginning at 10 weeks of age, and the mice
were analyzed weekly for discase progression. At 15 weeks, mice wers sacrificed
for further anslysis. Bach treatment group contsined 10 mice. _
[0266] MulL-21R¥Fc treatment significantly reduced the levels of circulating anti-
deDNA autoantibodies (FIG. 29) and serom total IgG (FIG. 30) in MRL-Fas™
mice, s measured by ELISA. Briefly, for measurement of anti-dsDNA
'mtomﬁbodiegdsDNA_wlseontedlﬁw‘plate,smmmﬁbodiumnddnd,.
-mdmu‘bodiumdetwwduﬁngmmﬁ-mousemnd&ymﬁbody. For °
measurement of total IgG, serum was adhered to a titer plate, followed by
[detection using an anti-mouse secondary antibody. ‘

[0267] Treatment with MulL-21RFc also reduced the accummulation of IgG
deposits in MRL-Fas®™ mouse kidney. At 15 weeks, mice were sacrificed and
frozen kidney sections (5 jum) were stained with goat anti-mouse IgG-FITC.
Fluorescence intensity was scored on a scale of 0 to 3. FIG. 31 shows the total
fluorescence intensity measured in kidney sections from treated and control mice.
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[0268] These results show that therapeutic treatment with an IL-21R antagonist
can alleviate lupus-like symptoms.

Example 14: Animal Model of Lupus and GVHD: Lack of Autoantibody
Formation and IgG Deposition in the Kidneys of IL-21R Deficient Mice
Engrafted with B6 bm12 Spleen Cells

[0269] Experiments were conducted to investigate the response of IL-21R
knockout {(KO) mice in the chronic graft-versus-host-disease (GVHD) model of
systemic lupus erythematosus (SLE) (Chen et al. (1998) J. mmunol. 161:5880-

" 85). This model comprises representative aspects of both SLE and GVHD.

" [0270] The animals used were: B6.C-H2<bm12>/KhEG (bm12), Jackson Labs
(spleen cells); IL-21R-2 KO mice, Charles River Labs (CRL); C57/B6 wild type
(WT) mice, Charles River Labs; and C57/B6 wild type mice, Taconic (TAC)
(Germantown, NY).

[0271] Appropriate donor mice were sacrificed the day of disease induction
via CO; exposure. Spleens were hervested and muliched. Red blood cells were
lysed using 0.16M NH,CI : 0.17M TrieCl (9:1) at 1m] lysis solution per spleen,
for a total of 5 minuies with occasional mixing. Cell suspensions were counted
using trypan blue and adjusted to a final concentration of 2x10® cells/ml using

“sterile phosphate buffered saline. 0.5 ml of the sppropriate cell suspension was
then injected intraperitoneally into the apprapriate recipient mouse (as indicated

- in Table 2, below). The recipient mice were then monitared weekly for urine
protein nd weight gain/loss. Bvery two weeks, éach mouse was bled.via retro-
orbital sinus, and the sera were stored for further analysis. ELISA assays were
performed on all sera collected at each of the time points (as described in Zouali
and Stollar (1986) J. Immunol. Methods 90:105-10) for the detection of
autoantibodies against double-stranded DNA. .

.10272] At 12 weeks post-disease induction, half of the animals from each group
were euthanized, and the spleen and both kidneys were collected. The loft kidney
was preserved (intact) in 10% nonbuffered formalin and stained with H&E.
Scoring for staining was performed according to the method of Chen et al., supra.

Score parameters included: perivascular lymphocytic infiltration, interstitial
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lymphocytic infiltration, hypercellularity and basement membrane thickening.
The right kidney was cut longitudinally and each half was embedded cut side
down in a tissue block cassette. The right kidney was then analyzed using
immumohistochemical techniques for the presence of immune deposits,

. specificallyIgG, IgM and C3.

Table 2 .
Group Donor Reclplont n
1 IL-21R KO bm12 CRLIL-2IRKO | 8
L2 | CRL-GVHD (C-GVHD) bm12 CRL B8 10
3 | TAC-GVHD (T-GVHD) bm12 TAC B8 10
| 4 | CRL:Control (C-Control) CRL B8 CRL BS, 5
5 | TAC-Control (T-Control) TAC.B8 TAC B8 5

[0273] The results from these experiments are shown in FIG. 44. No anti-
dsDNA autoantibodies were detected in any of the IL-21R knockout mice at any
time point (FIG. 44A). In addition, FIG. 44B shows that at twenty weeks post
disease induction, IgG deposition is not observed in the kidneys of IL-21R-
deficient mico when compared with GVHD mice. Thus, mice deficient for
JL-21R do not generate autoantibodies in the GVHD-SLE model, nor do they
form IgG deposits in kidneys. Accordingly, treatment of individuals with
IL-21/IL-21R antagonists may provide an effective therapy for both SLE and
[0274] The contents of all references, pending patent applications (inclusive of °
60/599,086, filed August 5, 2004 and 60/639,176, filed December 23, 2004),
published patent applications (inclusive of 2003/0108549, filed October 4, 2002),
and published patents cited throughout this application are hereby incorporated by
reference.

Equivalents

[0275] Those skilled in the art will recognize, or be able to ascertain using no
more than routine experimentation, many equivalents of the specific
embodiments of the invention described herein. Such equivalents are intended to
be encompassed by the following claims.

0
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WHATIS CLAIMED 1S:

1. A method of tresting, ameliorating, or preventing an autoimmune or
inflammatory disorder in a8 mammalian subject, comprising administering to the
subject an I1-21/1L-21R antagonist selected from the group consisting of an anti-
IL-21R antibody, an anti-IL-21 antibody, an antigen-binding fragment of an anti-
IL~21R antibody, an antigen-binding fragment of an anti-IL-21 antibody, and an
IL-21R soluble fragment, in an amount sfficient to treat, ameliorate, or prevent the
disorder.

2. A method of treating, ameliorating, or preventing a disorder selected from
the group consisting of an arthritic disorder, an atopic disorder, a respiratory
disorder, a skin inflammatory disorder, an intestinal inflammatory disorder, a
fibrotic disorder, systemic lupus erythematosus, transplant/graft rejection, and a
disorder associated with transplant/graft rejection, in a mammalian subject,
comprising administering to the subject sn IL-21/IL-21R antagonist selected fram
the group consisting of an anti-TL-21R antibody, en anti-IL-21 antibody, an
antigen-binding fragment of an anti-IL-21R antibody, an antigen-binding fragment
of an anti-IL-21 antibody, and an IL-21R soluble fragment, in an amount sufficient
to treat, ameliorate, or prevent the disorder.

3.  Themethod of claim 2, whrein the anti-TL-21R antibody is capdble of
binding to an IL-21R comprised of &n amino acid sequence at least 90% identical
to the sequence set forth in SEQ ID NO:2, and wherein the IL-21R is capable of
binding IL-21.

4, The method of claim 3, wherein the arthritic disorder is selected from the
group consisting of theumnatoid arthritis, juvenile rheumatoid arthritis,
osteoarthritis, psoriatic arthritis, and ankylosing spondylitis.

%S
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5.  Themethod of claim 4, wherein the arthritic disorder is theumatoid
it

6. - Themethod of claim 3, wherein the respiratory disorder is asthma or
chronic obstructive pulmonary disease. '

7.  Themethod of claim 3, wherein the fibrotic disorder is selected from the
group consisting of fibrogis of an internal organ, a dermal fibrosing disorder, a
fibrotic condition of the eye, systemic sclerosis, polymyositis, dermatomyositis,
eosinophilic fasciitis, Raynaud’s syndrome, glomerulonepbritis and nasal
polyposis.

8. The method of claim 3, wherein the intestinal inflammatory disorder is
selected from the group consisting of inflammatory bowel disease, ulcerative
colitis, and Crohn’s disease.

"9, The method of claim 3, wherein the skin inflanumatory disorder is psoriasis.
10. Themethod of claim 3, wherein the atopic disorder is selected from the:
gmupqon:isﬁngofn]lesicuﬂnm,ﬂopicdmuﬁﬁgmﬁcmia,mnﬂcgic
rhinitis, and allergic enterogastritis. .

11.  The method of claim 10, wherein the atopic disorder is allergic asthma.

12.  Themethod of claim 3, wherein the disorder associated with
transplant/graft rejection is graft versus hoat disease.

13.  The method of claim 3, wherein the disorder is transplant/graft mel:hon

14.  The method of claim 3, wherein the disorder is systemic lupus
erythematosus.
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15. - 'Ihamdhodofchimz.whmeinthem_nmmaﬁlnmbjectiulnmm.

16.  ‘The method of claim 2, wherein the IL-21R soluble fragment is comprised
ofunIbZlRexml_h:lérdaminandecimumglobuﬁnﬁagment

17.  The method of claim 16, wherein the IL-21R extracellnlar domain
comprises about amino acids 1-235 of SEQ ID NO:2. -

18.  The method of claim 2, wherein the IL-21R soluble fragment is comprised
ofmunimacidsequmneatlenst%%id&nﬁcnlwﬂmnqumesdfmﬂnipsm
ID NO:29.

19. 'I‘hemeﬁxodofclaimZ,whuu_intherﬂl]L—Zlngmiatis an anti-
IL-21R antibody, or an antigen-binding fragment thereof.

20. The method of claim 2, wherein the IL-21/IL-21R antagonist is an anti-
IL-21 antibody, or an antigen-binding fragment thereof.

21. A fusion protein comprised of sn extracellular domain of an II-21R and an
chmmoglohnlmﬁngmmt,whewmthnmzmhnmmnmduqlmu
lﬁﬂ%%ﬁmhcﬂhtheseqmceletfatthEQDNO'z,mdwhmﬂm

fusion protein is capable of binding IL-21.

22. ThefnsionwotainofclaithI,mmplinedofmmﬂmacidaequment
least 90% identical to the sequence set forth in SEQ ID NO:29.

23, A vector having a micleotide sequence encoding the fusion protein of
claim 21.

24. A recombinant host cell comprising the vector of claim 23.

12
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25. A method of producing a fusion protein comprising:
(a) culturing the recombinant host cell of claim 24 under conditions such
that the fusion protein is expressed; and
(b) recovering the fusion protein.

26. A pharmacentical composition comprising an IL-21/IL-21R antagonist and
a pharmaceutically acceptable carrier.

27.  The pharmaceutical compaosition of claim 26, wherein thelL-2llIL-21]lt
antagonist is selected from the group consisting of an anti-IL-21R antibody, an
anti-IL-21 antibody, an antigen-binding fragment of an anti-IL-21R antibody, an
" antigen-binding fragment of an anti-IL-21 antibody, and an IL-21R soluble

fragment.

28.  The pharmaceutical composition of claim 27, wherein the IL-21R soluble
' fragment is comprised of an extracellular domain of an IL-21R and an Fc

29. A method of transplanting/grafiing an organ, tissue, cell or group of cells to
a mammalian subject eompnnng the steps of:
(&) administering to the subject an antagonist of IL-21/1L-21R selected from
the group consisting of an anti-IL-21R antibody, an anti-1L-21 antibody, an
antigen-binding fragment of an anti-IL-21R antibody, an antigen-binding
fragment of an anti-IL-21 antibody, and an IL-21R soluble fragment, in an
amount sufficient to reduce the risk of transplant/graft rejection; and
(b) transplanting/grafting an organ, tissue, ceil or group of cells to the
subject,
wherein the transplanting/grafting step (b) occurs either before, durjng, or after the
administering step (a).
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30. 1‘hemethodofclaim29.whm=inti1eorgm,ﬁme,oellqrgmnpofeelh
transplanted/grafted is selected from the group consisting of heart, kidney, liver,

- ing, pancreas, bone marrow, cartilage, cornea, neuronal tissue, and cells thereof.

31. A method of tresting, preventing or ameliorating transplant/graft rejection

. in a mammalisn transplant/graft recipient comprising:

(2) detecting a symptom of transplant/graft rejection in a transplant/graft
tecipient; and

(b) administéring to the transplant/graft recipient an I-21/IL-21R
antagonist selected from the group consisting of an anti-IL-21R antibody,
an anti-IL-21 antibody, an entigen-binding fragment of an anti-I[.-21R
antibody, an antigen-binding fragment of an anti-IL.-21 antibody, and an
11-21R soluble fragment.

32. Themethod of claim 31, whesein the symptom of transplant/graft rejection
is selected from the group consisting of inflammation, decreased organ function,

 signs of rejection in biopsy, and fibrosis.
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ABSTRACT
Methods and compositions for inhibiting interleukin-21 (IL-21)1L-21 receptor
. (MU-1) activity using antagonists of IL-21 or IL-21 receptor (“IL-21R” or
“MU-1", are disclosed. IL-21/IL-21R antagonists can be used to induce immme
. suppression in vivo, e.g., for treating, ameliorating or preventing autoimmume or
inflammatory disorders, including, e.g., inflammatary bowel disease (IBD),
theumatoid arthritis (RA), transplant/graft rejection, psoriasis, asthma, fibrosis,
and systemic lupus erythematosus (SLE).
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<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160> 39
<170>
<210> 1
<211>

<212>
<21)>

<400> 1

. gtcgactgga

- tgactecggge

ctgtcaccce

acacggaatg

gegtggetag

_ ectegtetge

coaccccage
cacotcctge

catggatgta

--iggunactac

ccctttcaac
cgaagaccot
ccggggagac
tgtecteecte
agggcccatg
ctttecagacc
cctgcttgtc
gctatggaag

gggctgeage

Wyeth

01997.043400

Us 60/599,086
2004-08-05

U8 60/639,176
2004-12-23

2665

Human

ggcccagetg
tgggtgtgga
cacgctgaac
gatttectgag
geccgeceect
tacaccgatt
acgcteacee
agcctcoaca

ttccacttca

SEQUENCE LISTING

PatentIn versiomn 3.1

cccgtcatca
ttecteaccec
ccagctgeea
asagaagccg
tgctcctgot
acctccagac
ttacctggca
ggtcggeeca

tggocgacga

teccaggagt gtggoagott

gtgactgtga
gecttctaca
ccctgggetg
ctecoecetqg
cctggcetoete
cagtcagagg
atagtettca

asgatatggg

ggagacttca

ccttctcagg
tgctgaaggy
tgagtccgag
agttcecgcaa
cctaccagygyg
agttaaagga
ttcetgectt

ccgtececoag

agaaatgggt

gagtgacaqgyg
aggcctetge
ccccc;gaag'
aaacagaagg
gctgetecag
ggteatetge
agaccagtat
caatgccacyg
cattttcagt

Antagonizing Interleukin-21 Receptor Activity

tattatgaca
ctgetttete
cccatcagac
ccocgtgggag

ggaggctggq

‘atcctggaaa

gaagagctga
catgocacct

gtcauc;tca

tectectgget gagagocatca

acagtataat
caagcttcag
gagaaagctg
agactcgage
gacctggagt
aggctggaac
ctggagcectg
ccctgagegg

gggtgcacce

atetectgge
tatgagctge
atctcagtgg
tatgagctge

gaatggagtg

cctcacctge
aagacccatc
ttcttcatge

ttcactgget

nnLag
gcctgattgg 60
agaccctcat 120
tgceccocage 180
tcageoatgee 240
getgeccega 300
tgtggaacct 360
agg!cgnggc 420
acacctgeca 480
cagaccagte 540
agceggetoe - 600
gctcagatta 660
agtacaggaa 720
actcaagaag 780
aqggtgeggge 840
acccggteat 900
tgctteteet 960
cattgtggag 1020
ccctgtacaa 1080
ccagcctgga 1140

)



gctgggacce
acggagcceg
gtctgacggt
ttacagtgag
agatgcagag
ggacctggat
gaccacagte
‘gggaagecte
actgccetgg
ggccggectyg
tgtggagtgt
gtgggtggte
actggatgtc
ctgtgatgtg
tacagtgtct
gtgtgtetta
cctgggataa
ggagctcacc
cagccgtoct

tgtgggatca
. aggagctgca
ggagtgagec
ctgaateceg
tgggetagag

cgatgtcacc

tcananaaaa’

<210> 2

<211> 538
<212> PRT
<213>

<400> 2

tggagcccag
gccaagagge
gtgcccaage
gagagggatc
gggccatgea
getggectgg
ctgtectotg
ctggacagac
ggtggccggt
gatatggaca
gacttcacca
attcetecge
cagagetgge
aagacacctg
gtgtgtgtgt
ggtgcgeagt
tgoccatggt
catgtgcaca
ccctectagg
gggcattgec
agaagtccat
catggtgace
actctgatac
tttccttate
cgtgtacggt

adaaaannat

aggtgeocte
tgecagetcac
ccagcttctyg
ggccatacgg
cctggoccty
ageccagece
gotgtgtete
tn;;gcelcc
cacctggagg
cgtttgacag
gecccgggga
cactttcgag
caggceacty
cagcettitgg
gtgcatatgt
ggcatgtcca
actccatgea
agtgtgcaca
gtcttgtgtt
tgtgactgeag
attgttcott
tcgygaatgg
cttctggety
cagacagtgg
acgeagecca

ctaga

caccctggag
ggagctacaa
gecgacagece
cctggtgtee
cagetgtgag
aggcctagag
agctggeage
cettgocagat
ggtctcagag
tggetttgtg
cgaaggacce
ccotggacee
ggccetgage
t&tcctggat
gtgtgtgtge
cgtgtgtgtyg
ttecacctgee
gtaaacgtgt
gcaagttggt
gcggageeca
atcacctgee
caattttttg
tgctacetga
ggaaggcatg

gagcagacce

gtg@acagct
gaaccagcag
cagaactcgg
attgacacag
gatgacgget
gacccactct
cctgggetag
ggggagyact
agtgaggcgg
ggctetgact
ccceggaget
caggccaget
cagagacaag
ggguctttga
atatgecatgt
tgattgcacg
ctgtgeoatgt
ttgtggtcaa
ccacageate
gecctccage
ascaggaage
ggeggoceet
gccaagtege
acacacctgg

tcaataaacg

pnig2

geccacceace
agctggtgga
ggggctcage
tgactgtgot
acccagccct
tggatgcagy
gagggcccot
gggctygogy
gctcacocet
goagcagoce
acctccgeca
aatgaggctg
gtcacctggg
gcotgatget
gtgtgtgtgt
tgectgtggy
ctggactcac
cagatgacaa
toeggggett
gtotgectee
gaaaggggat
ggacgaaggt
ctecccetete
gggaaattgg

tcagettect

1200
1260
1320

1380

-1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2665



Met Pro.Arg Gly Trp Ala Ala

1

Gly

val

Leu

Cys
65

Cys

Thr
Pro
145

Arg

i ER

Lys

Pro
305

Trp

Ile

Thr

Ser

Ria

Ile

Phe

130

Ala

Asn

Val

Ser

Tyz
210

Gln

His

Glu

Lys

2910

Trp

Pro

Gly

Cye
35
TTp

Leu

Ala
115
Ber

Phe

Arg

}‘p

ger
195
Gln

Pro

275

Trp

Axg

Cys Pro
20

Ile Leu

Gln Asp

His Arg

Asp Val
85

Asp Gln
100

Glu Bexr
Gly Gln
Tyr Mat
Cly n;p

165

Sar Arg
180

Tyr Glu
Gly Thr
Glu Glu
Leu Val

245
Leu Trp
260
Phe Phe

val Gly

Pro Glu

Asp

Glu

Gln

10

Phe

8er

Ile

TyT

Leu
150

Pro

Ber

Trp

230

Ile

Arg

Met

Ala

Val
310

Leu

Met

TYyEr
55

Ala
Eis
Gly
Lys
ABnD
135
Lys
Trp
val
Gln
Sar
215

Lys

Vval

Pro
Pro
295

Pro

Lys

val

Trp
40

Glu
His
Phe
Asn
Pro
120

Ile

Gly

Sar
Val
200

Glu

Glu

Trp

Phe

Leu

Cys
25

Asn
Glu

Mat

Tyr

105

Ser

Lys

val

Leu

185

Arg

Gly

Ile

Lys
265

Leu
10

Tyr

Ala
S0
fexr

Trp

Ber
170

Ala

. 250

Lys

Lys

Gly

Gln

Leu Leu
Thr Asp
His Pxo
Lys Asp

Thr Bis
75

AsSp Asp
Gln Glu

Pro Phe
Arg Sar
140

Gln Tyr
155

Pro Arg

Gly Pro
Asp Pro
220

Aan Pro
235

Ala Phe
Ile Trp

Gly Cys

Ser Ber
300

Glu Val
315_

Leu Thr

Leu

Tyx
Sar
45

Glu

Ala

Ile

Asn
125
Asp
Glu
Axrg
Glu
Met
205

val

His

Ala
Ser
285

Leu

Glu

Leu
30

Ala

Phe
aly
110

val
Tyr
Leu
Lys
Phe
1%0
Pro
Ile
Leun
Ser
val
270
Gly
Glu

Ser

Leu

Gln
15

Gln

Ber
95

Ser

Glu
Gln
Leu
175
Arg

Gly

Leu
255
Pro

Asp

Cys

Gln

Gly

Val

Phe

val

Asp

Tyr

160

Ile

Lys

Gln

Lys

Ser

Phe

Gly

His

320

Glu

nnwag-



Pro

Glu-

385

Trp
465

Glu

<210>

Ala

370

Gly

Gly

Lys
450

Gly

ASp

Gly

Len
530

<211>

<212>
<213>

<400>

Glu
Ala

355

Pro

Ser
435
Pro

Gly

Cys

Pro

515

3
70

PRT
Buman

3

Leu
o0

Gln

Gly

Asp
420
Pro
Pro
Arg

aly

Sar
500

Pro.

Seax

325

Val Glu

Aan Ser

Leu Val

Asp Ala
405
Ala Gly

Gly Lsu

Ser Pro
470

Ser Pro

Arg Ser

Pro Gly

Gly
Sar
375

Pro

Gly

Gly
Asp
455
Gly
Mat
val

TyT

Pro
535

Leu Met Thr Asn Ala Phe Ile

1

Asp Val Gln Val Arg Ala Ala

20

Leu Trp Ser dlu Trp Ser Gln

35

Lys Pro Leu Arg Glu Trp Phe

B0

55

Asp
Gly
360

Ile

Cys

Len

Gly
440
Gly
Gly
Asp
Glu
Leu

Gln

Ser
val
Pro

Val

330

Gly val
345

Ser Ala
Asp Thr
Ser Cys
Glu Pro

4110

Val Leu
425

Pro Leun
Glu Asp
Val Ser

Thr Phe
490

Cys Asp
505

Arg Gln

Ala Ber

Ile Ile
10

Ser Ser
25

Ile Tyr

Ile Val

Pro Lys
Tyr Sar
val Thr

3eo
Glu Asp
395
Ser Pro
Sar Cys
Gly Bar
Trp Ala
460
Glu Ser
475
Asp Ser

Pha Thr

TZp Val

Asp Asp

Met Cys

Vval Gly

Ile Met
60

335

Pro Ser Phe Trp

350

Glu Glu Arg Asp

365

Vval Leu Asp Ala

Asp Gly Tyr Pro

ély
Gly
Lau
445
Gly
Glu
Gly

Val
525

Leu
Arg
Asn

45

Ala

Leu

Cys

Lau

Gly

Ala

Pha

510

Ila

Ser

Glu
415
val
Asp
Lau
Gly
val
495

Gly

Pro

Lys
15

Asp

Ser

Arg

Ser
480

Gly

Asp

Tyr

Glu Ala GCly

30

Asp Glu His

Thr Ile Cys

PN Rag

o



105

Phe Ile Leu Leu Ile Leu . nn1n5
65 70 . )

<210> 4

<211> 25

<212> DHA

<213> Artificial Bequence

<220>
<€223> Description of Artificial Sequence: PCR Primar

<400> 4 .
gagtccgaqgg agaaagctga tctca 25

<210> §5

<211> 24

<212> DRA

€213> Artificial Ssquence

<220> .
<223> Dpescription of Artificial Sequence: PCR Primer

<400> 5
gaaagatgac cgggtcactc catt 24

<210> 6

<211> 29

<212> DHA

<213> Artificial seaquence

<220>
<223> Dpescription of Artificial Sequence: Labelled Hybridization
Oligonucleotids

<400> 6
actcgageta tgagetgoag gtgegggea 29

<210> 7

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: NN1l4-1b (MU-1) Labelled
Bybridization Oligonuclectides

<400> 7
actcgageta tgagetgeag gtgcggqgea a9

<210> 8

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Motif Characteristic of the



Hematopoietin Receptor Family

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 8

Trp Ser Xaa Trp
1

<210> 9
<211>
<212>
<213>

DHA
| <400> 9

gtcgacgegg
gcttgtctga
caggcgtgecc
tgcccagatg
ctggacttge
ctcegagtee
atggctttet
actggctgec
ctacactgac
catactcagt
" cagcctacac
gtctcaatte
ctcccaagag
cgtgactgtg
ctecaactac
ccoctatget
tctocctgaa
gccaggeact
ccaggctggg
gatcattgtc

gatatgggca

2628

MISC FEATURE

(3)..(3)
Wherein Xaa is any amino acid.

Ser
5

Mouse

cggtaccagc
ccgcaagtct
ctgtctotgt
cccggetggt
acctgactga
cgctgtgact
gagnaagaéc
ttactectge
tacctctgga
ctcacctgge
aggtctggce
gtgtccgatg
tgtggcaget
gecttcteag
gtgctgaggg
gtgaggccgg
gagttccaca
tcattcaggg
gagcccgagg

ctggttttca

ccagtgcceca

tgtctgecca
geeccatcect
ctggctgece
cctecagcete
actcctgece
ccocacgocca
ctgaaggagt
tgattctcoa
ccatcacctg
aagatgaata
acaacaccac
nagttttecat
ttgtectgge
gacgctatga
gcaagctaca

tgaccaaget

aagattctaqg’

ggacctggag
caggctggga
tgggtctgaa

ccectgagag

cttetectgt
ggggcagcca
cagccctact
aggactatet
acctcaaacc
ggagaccacc
aggtctggga
t9939°££99
tgtcectggag
tgaggaactt
acatatatgg
tgtcaatgtg
tgagagecate
tatctccotgg
atatgagctg
gatctcagtg
ctaccagctg
tgagtggagt
ccctecacatg
gatccacctg

tttcttccag

ggtgtgecte
aétggcctcn
gtecttectet
cagcagtgac
ttcacctece
caagtgccce
cacagcatgc
agctgcctgg
acacggagec
caggaccaag
tacacgtgee
acggaccagt
aaaccagcte
gactcagctt
cagtatcgga
gactcaagaa
caggtgcggg
gacccegtea
ctgctgctce
ccttggagge

cccctgtaca

ncggtc;ctt
gcccgtgece
gtgtaggcte
tcocctgatt
accaccacca
agcctaaaga
cecggggece
acctcacttg
ccaaccccag
lgaccttcté
atatgcgott
ctggcaacaa
cccocttgaa
atgacgaacc
acctcagaga
acgtctectet
cagcegocteoa
tctttcagac
tggctgtott

tatggaaaaa

gggagcacag

nn&og

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

. 720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1260

106



cgggaactte
acagagttce
gttcocegggg
tcactggtge
agaccggeea
gtgtgtctgg
ccgagagtct
ttgeggotgt
caggttgagg
tgggtcccca
cacatttgac
accccetega
agcccagage
atttacagtg
 tgtgtgtgty
gtctgttget
attctcatgt
aatasaattg
tgtttggaga
ggagaggaga
aggggagagg
tgaggaggtg
caaagccaat
<210>
<211>

<212>
<213>

10
529
PRT

<400> 10

aagaaatggqg
AcCAacaacat
ctgccgggte
ataatccect
tatggtetgg
cecctgtaget
ggcecctaatt
gtctcaggta
ctgtcatttg
ggagggggct
agtggetttg
agctatctee
agct;gcata
tgaacatgta
tgtgtgtgtg
atgtattgta
ttacaaactt
gctgcaacca
tggagaagga
ggagaggaga
gaccatgage
gccaggccag

taaaataaca

Mouse

ttaataccee
cagccttaca
tggaagagca
tggcagetgg
tgtccattga
gtgaggatga
cagaggatct
gtggtcteag
caaaggaagg
ctgagagtga
caggttcaga
gccagtgggt
taataaccag
ggggtgtgtg
tgtcttgggt
atgctasatt
gctgtgtaaa
attactggag
gagaggagag
ggagaggaga

ctgtggecay

tttcacggee
tctgteattg
actggagtgt
ccaagcggte
cacagtgact
tggectatcca
getcttgétg
gettggagge
ggactggaca
agcaggttee
ctgtggecage
ggtcaggacc
ctatagtgag
tgtgtgtgtg
tgtgtgttag
ctctacccaa
cottgttect
ggattagagg
accaagagga
ggagaggaga

gagaaacagc

cigttagaag agtagattag

aaaagcggec

Mat Pro Arqg Gly Pro Val Ala Ala Leu Leu Lau

1

5

10

Ala Trp Ser Cya Leu Asp Leu Thr Cys Tyr Thr

20

tccageatag
tatccageca
gatggaatgt

tcagectaca

gtgggagatg

gccatgaace
acagaccctg
tccccaggea
gcagacccaa
ecccetggte
cccgtggaga
cctccacctg
aagaggcctc
tgtgtgtgtyg
cacatccatg
agttctagge
taatttaata
tagggggott
gaaggaggaa
ggagaggaga
aagtatctgg
gggtgacctc

gotctaga

pALas-
agttggtgee 1320
aggagaagaa 1380
ctgagcectgg 1440
gtgaggagag 1500
cagagggect 1560
tggatgctgg 1620
cttttetgte 1680
gcctactgga 1740
cctqggagaac 1800
tggacatgga 1860
ctgatgaagg 1920
tggacagtgqg 1980
tgagcctgge 2040
tgtgtgtgtg 2100
ttgggatttg 2160
ctacgagtga 2220
ccattggtta 2280
ttgagttacce 2340
ggagaggaga 2400
ggctgecgtg 2460
ggtacactgg 2520
cagtatttgt 2580
2628

Leu Ile Leu Him Gly

15

Asp Tyr Leu Trp Thr

30



Ile

Cys
65

Pro
145
Arg
Ber
Asp

Ser

His

Lys

305

Ala

Glu

Thr
Thr
50

Ber
His
val
Leau
Phe
130
Ser
Asn
val
5er
Phe

210

Gln

Glu

Cys
a5

Trp

Met

Ala
115
Ser
Asn
Leu
ABD
Ber
195

Axg

Ala

Pro.

Ser

- 275

Lys

Gln

Lys

Cya

Ala

Glu

Gly

val

Gln

Bis

Arg

Asp

100

Glu

Gly

TYLr

Arg

Ber
180

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

Val

Lys

Gly
340

Gln

Asp
Arg
Lau
85

Gln

8er

val
Asp
185

Arg

Gln

Glu
Lau
245
Arg

Phe

Asn

Lys
325

Mat

Glu

Glu

70

150

Pro

Asn

Trp
Pro
230

Ile

Gln

Thr
310
Pha

Ser

vVal

Thr Arg Ser

Tyr
55
Gly

Gln

Gly

2 Lys

. ASp

135

Arg

Tyr

val

aln

215

Glu

Ile

Pro

Pro

Thr

Pro

Glu

Ser

40

Glu

His

Phe

Asn

Pro

120

Ile

Gly

Ala

val

Glu

Ala

Val

Lys

Phe

8er

Gly

Pro

Ala

Glu

ASn

Asn
105
Ala
Ser
Lys
val
Leau
l1a5

Arg

Trp

Gly

Lys
265
Tyr
Thr
Ala

Leu

Gly
345

Tyr

Pro Asn Pro

Lau

Ser
90
Ber

Pro

Lau

Arg

170

Ala

Val
250
Ile

Arg

Ala

Pro
330

His

Gln

75

Asp

Gln:

Asp
Gln
155
Pro
Pro
Ala
Asp
Asp
235
Phe

Trp

Glu

His
315

Asp
60

His

Glu

Glu

Leu

Ber
140

Tyr

Val

Glu

Pro

Pro

Met

Ris

Ser
300

Leu

Ser
45

Gln
Ile
Vval
Cys
Asn
125

Ala

Glu

Glu
Gln
205
val

His

Gly

Pro

Ser
285

Ile

Ser

Gly Leu Glu

Trp Cys Ile

Glu Glu Arg

Ile

Glu

Trp

Phe

CGly

110

val

Tyr

Lau

Lys

Phe

190

Pxo

Ile

Lau

val

270

Gly

Glu

Lenu

Glu

Ile
350

Lau

Thr

Tyr

Ile
95

Asp
Gln
175
His
Gly
Phe
Leun
Lys
255
Pro
Asn
Leu
Tyr
Gln

335

Pro

Asp Arg

Ber

Phe

val

Pha

val

Glu

Tyr.

160

Ile

Lys

Gln

Ile

Thx

Phe

Val

Pro

320

Leu

Leu

Pro

PANIE



355

Tyr Gly Leu Val

370

Leu Cys
385

Val Txp

Asn Leu Asp Ala

Leu Val Thr Asp

Gly Leu Arg Leu
435

Leu Ser Pha Ala

450

“Thr Gly
465

fiar Pro
Gly Leu Asp Met

Pro val
500

Gly Ber

Gln Trp
515

Ser

11

20
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 11

ser Ile
Pro Cys
390

Gly Arg
405

Pro Ala
Gly Gly

Lys Glu

Gly Gly

470

Asp Thr
485

Glo Thr

agcatcaage cggetcccce

12
20
DEA

<210>
<211>.
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 12

cteccattcac tccaggtcoec

<210> 13

Asp
375
Ser
Glu
Phe
Sar
Gly
455
Gly

Phe

Asp

Val Val Arg Thr Pro

Artificial Bequence

Artificial Primer

k] 1)

Thr

Pro

440

Sarxr

Asp

Glu

Pro
520

val

Glu

Gly

425

Gly

Glu
Ser
Gly

505

Pro

Thr Val Gly
380

Asp Asp Gly
395

Pro Asn Ser
410

Cys Gly Cys

-ser Leu Leu

Thr Ala Aah
460

Sexr Glu Ala
475

Gly Phe Ala
490

Pro Pro Arg

Vval Asp Ser

365

Asp Ala Glu

Tyr Pro Ala

Glu Asp
415

Val Ser
430

Gly

Asp Arg Leu

Pro Thr Trp

Gly Sar Pro

Gly Ser Asp

495
Ser Tyr Leu
510

Gly Ala Gln
525

Description of Artificial Sequence: PCR Primer

Description of Artificial Sequence: PCR Primer

Gly

Mot

ser

Arg

Arg

Pro
480

Cys

Arg

Bar

nniee

20

20



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20 _ _ | | UULES o

DNA .
Axtificial Sequence

Description.ot Artificial Sequence: PCR Primar

13

ttgaacgtga ctgrggoctt 20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14

20

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Murine MU-1 cDNA Internal
Oligonucleotide

14

tgaatgaagt gcctggotga ) 20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

40

DRA

Artificial Bequence

- Dascription of Artificial Sequence: 5' PCR Primer

15

cacaaagctt cagtatgage tgeagtacag haaccgggga 40

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16
40
DRA .
Artificial Sequence

Description of Artificial Bequence: 3' PCR primesr

16

cacaggatcc ctttaactce tcoctgactggg tctgaaagat 40

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

17

224

PRT

Unknown Organism

Unknown Orgapism

(1)..(224)

Description of Unknown Organism: Second polypeptide comprising an
Fc region

17

10

\1O



val

Lya
65

Sar
Lys

Ile

Pro

145

Phe
Pro
val

val

Pro
130

val

Gly

His Thr Ccys

Glu

a5

Lys

Lys

Lau

Lys

Lys

115

Lys

Gln

Asp Gly

Trp

His
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

getgaagtga aaacgagacce
tggcaacatg gagaggattg
caaatcaage teccaagqgtce
tgttgatcag ctgaaaaatt
agatgtagag acaaactgtg

gtcagcaaat acaggaaaca

Gln
195

ABn

18
617
DNA

Pro

Phe

20

val

Phe

Pro

Thr

val

100

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

180

Gln

His

Pro Cys Pro Ala

Pro Pro Lys

Thr Cys Val

Asn

Arg

val
85

Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
165
Phe

Gly

Tyx

TIp

Glu

70

Leu

Asn

Gly

Glu

150

Asn

TYyT
55

Glu
His
Lys
Gln
Met
135

Pro

Asn

val

Gln
215

val
40

Val

Gln
Gln
Ala
Pro

120

Ser

Tyr

Phe
200

Lys

Pro Glu
10

Lys Asp
25

val Asp
Asp Gly
Tyr Asn
Asp Trp
90

Leu Fro
105

Arg Glu
Lys Asn
Asp Ile
Lys Thr

"170

Ser Lys
185

Ser Cys

Ber Leu

Ala

Thr

val

val

Ser

75

Val

Pro

Gln

Ala

155

Thr

Leu

Ber

Ser

aaggtctage tctactgttg
tcatctgtct gatggtcatc
aagatcgeca catgattaga
atgtgaatga cttggtccct
agtggtcage tttttectge

atgaaaggat aatcaatgta

His
45

Sar

Glu
60

val

Thr

Asn Gly

Ile

Gln val

125

Val
140

Val Glu

Pro Pro

val

Val Met

Leu Ser

gtacttatga
ttettgggga
atgegtcaac
gaatttectge
tttecagaagg

tcaattaaaa

Pro

8er

nniss

Gly Ala
Ile
Glu
His
Arg
Lya

Glu
110

Tyr

Leu

val
Asp
190

Hinm

Pro

15

Ser Arg

Asp Pro

Ash Ala

Val val

Glu
a5

Lys
Leu

Thr Cys

Glu Ser

160

Leu

Asp
175 .

Lys Sar

Glu Ala

Gly Lys

gatccagtce
cactggtcca
ttatagatat
cagctccaga
cccaactaaa

agctgaagag

120

160

300

11
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nwe
NN =

gnaaccacct tccacaaatg cagggagaag acagaaacac agactaacat gcccttcatg 420
tgattcttat gagaaaaaac cacccaaaga attcctagaa agattcasat cacttctcca 480
aaagatgatt catcagcatc tgtéctctag aacacacgga agtgaagatt éctgaggatc 540
taacttgcag ttggacacta tgttacatac tctaatatag tagtgaaagt catttctttg 600
tattccaagt ggaggag . 617
<210> 1%

<211> 162

<212> PRT

<213> Human

<400> 19

Met ATg Ser Ser Pro Gly Asn Met Glu Arg Ile Val Ile Cys Leu Mat
1 5 10 15

Val Ile Phe Leu Gly Thr ILeu Val His Lys Ser Ser Ser Gln Gly Gln
20 25 a0

Asp Arqg His Met Yle Arg Met Arg Gln Leu Ile Asp Ile Val Asp Gln
as 40 45

Leu Lys Asn Tyr Val Asn Asp Leu Val Pro Glu Phe Leu Pro Ala Pro
50 55 60

Glu Asp Vval Glu Thr Asn Cys Glu Trp Ser Ala Phe Ser Cys Fhe Gln
65 70 75 80

Lys Ala Gln Lsu Lys Ber Ala Asn Thr Gly Asn Asn Glu Arg Ile Ile
85 80 95

Asn Val Ser Ile Lys Lys Leu Lys Arg Lys Pro Pro Ser Thr Asn Ala
100 105 110

Gly Arg Arg Gln Lys His Arg Leu Thr Cys Pro Ber Cys Asp Ser Tyr
115 120 125

Glu Lya Lys Pro Pro Lys Glu Phe Leu Glu Arg Phe Lys Ser Leu Leu
130 135 140

Gln Lys Met Ile His Gln His Leu Ser Ser Arg Thr His Gly Ser Glu
145 150 155 160

Asp Ber

<210> 20
<211> 7
<212> PRT
<213> Human
<400> 20

Glu Asp Asp Gly Tyr Pro Ala

12



Met Pro Leu ILeu Leu Loau Lsu Lau Leu Leu Pro Ser Pro Leu His Pro

p | 5
<210> 21

<211> 16

<212> PRT

<213> Human

<400> 21

1 5
<210> 22

<211> 786

<212> DHA

<213> Ruman

<400> 22.

atgaaattct tagtcaacgt
gceggcageg gacaccacca
aagqggttccg gatgccccga
atcctggaaa tgtggaacct
gaagagctga aggacgaggc
catgceacct acacctgeca
gtcaacatca cagaccagte
gagagcatca agccggetce
atctcctgge gctecagatta
tatgagctgc agtacaggaa
atctcagtgg actcaagaag
tatgagctge aggtgeggge
gaatggagtg acccggtcat
taatga

<210> 23

<211> 260

<212> PRT

<213> Human

<400> 23

tgcccttgtt
tcatcaccac
cctegtetqe
ccaccccage
cacctecctge
catggatgta
tggcaactac
ccctttcaac
cgaagaccct
ccggggagac
tgtctoccte

agggcccatg

cttteagace

10

tttatggtcyg
ggtngc?gcg
tacaccgatt
acgectcacce
agcctccaca
ttccacttea
tcccaggagt

gtgactgtga

tgtacattte
actataaags
acctccagac
ttacctggea
ggtcggecca
tggccgacga
gtggcagett

ccttcteagy

gecttetaca tgctgaaggg

ccctgggetg

cteecceetgg

cctggetect

tgagtccgag
agttccgcaa

cctaccaggg

cagtcagagg agttaaagga

15

ttacatctat
cgatgacgat
9;:tcatetqc
agaccagtat
caatgccacg
cattttcagt
totootgget
acagtataat
caagctteag
gagaaagctg
agactcgagc
gacctggagt

aggctggaac

Met Lys Phe Leu Val Asn Val Ala Leu Val Phe Met Val Val Tyr Ile

1

10

15

Ser Tyr Ile Tyr Ala Gly Ser Gly His His His His Ris His Gly Ser
25

30

nasg 13

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

786

13



Gly Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Gly Ser Gly Cys Pro Asp Leu
35 40 45.

Val Cys Tyr Thr Asp Tyr Leu Gln Thr Val Ile Cys Ile Leu Glu Met
50 55 60

Trp Asn Leu His Pro Ser Thr Leu Thr Leu Thr Trp Gln Asp Gln Tyr
65 70 75 80

Glu Glu Leu Lys Asp Glu Ala Thr Ser Cys Ser Leu His Arg Ser Ala
85 90 95

His Asn Ala Thr His Ala Thr Tyr Thr Cys His Met Asp Val Phe His
100 ) 105 . 110

Phe Met Ala Asp Asp Ile Phe Ser Val Asn Ile Thr Asp Gln Sar Gly
115 _ 120 125

Asn Tyr Sar Gln Glu Cys Gly Saer Phe Leu Leu Ala Glu Ser Ile Lys
130 135 140

Pro Ala Pro Pro Phe Asn Val Thr Val Thr Phe Ber Gly_Gln' Tyr Asn
145 ) 150 155 160

Ile Ser Trp Arqg Ser Asp Tyr Glu Asp FPro Ala Phe Tyr Met Leu Lys
165 170 175

Gly Lys Leu Gln Tyr Glu Leu Gln Tyr Arg Asn Arg Gly Asp Pro Trp
180 185 190

Ala Va)l Ser Pro Arg Arg Lye Leu Ile Ser Val Asp Ser Arg Ser Val
195 200 205

Ser Lou Leu Pro Leu Glu Phe Arg Lys Asp Ser Sar Tyr Glu Leu Gln
210 215 220

Val Arg Ala Gly Pro Met Pro Gly Ser Ser Tyr Gln Gly Thr Trp Ser
225 230 235 240

Glu Trp Ser Asp Pro Val Ile Phe Gln Thr Gln S5er Glu Glu Leu Lys
245 250 255

Glu Gly Trp Asn
260

<210> 24

<211> 1426

<212> DRA

<213> Human .

<400> 24
geggecgeac caccatgecg cgtggetggg cocgeccectt getcctgotg ctgetccagg

gaggetgggg ctgccccgac ctocgtotget acaccgatta cctoccagacg gtcatctgea
tectggaaat gtggaacctc caccccagea cgectcaccct tacctggocaa gaccagtatg

aagagctgaa ggacgaggqcc acctcctgea goctccacag gtcggcccac aatgccacge

fL}EA

60
120
180

14
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atgccaccta
tcaacatcac
agagcatcaa
tcteetggey
atgagctgca
tetcagtgga
atgagetgca
aatggagtga
geteceggote
ggggaccgte
ceccctgaggt
lctggticgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctecaaage

aggagatgac

cacctgecac
agaccagtct
gccggctece
ctcagattac
gtacaggaac
ctcaagaagt
ggtgcgggea
cceggtoate
tagagacaaa
agtcttoete
cacatgegtyg
ggacggegtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggeag

caagaaccag

acatcgecegt. ggagtgggag

ccgtgctgga
ggtggcagca
acacgcagaa
<210>
<211>

<212>
<213>

25
467
PRT

<400> 25

1

ctcegacgge

gggygaacgtc

gagectoteco

atggatgtat
ggcaactact
cctttcaacg
gaagaccctg
cggggagacc
gtctecoctee
gggcccatge
tttecagacce
actcacacat
tteccccoaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagegtee
gtctocaaca
ccocgagaac
gtcagectga
agcaatgggce
tocttottee

ttctcatget

ctgtocceqg

tecacticat
cccaggagtg
tgactgtgac
ccttetacat
cctgggetgt
tececcetgga
ctggetecte
agtcagagga
gcccaccgtyg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcacegtect
aagcccteoe
cacaggtgta
cctgcctggt
agecggagaa
tetatagcaa
cegtgatgea

gtaaatgagt

10

Met Pro Arg Gly Trp Ala Ala Pro Leu Leu Leu
5

Gly Trp Gly Cys Pro Asp Leu Val Cys Tyr Thr

25

Val lIle Cys Ile Leu Glu Met Trp Asn Leu His

35

Leu Thr Trp Gln Asp Gln Tyr Glu Glu Leu Lys

50

Cys Ser Leu His Arg Ser Ala His Asn Ala Thr

ggccgacgac
tggcagettt
cttctoagga
gctgaaggge
gagtccgagg
gttccgecaan
ctaccagggg
gttaaaggaa
cccageacct
caccctoatg
agaccctgag
aaagccgegg
gcaccaggac
agtccccate
caccctgece
caaaggcttc
caactacaaqg
gctcaccgtg
tgaggctctg

gaattc

N N5
attttcagtg 300
ctcectggetg 360
cagtataata 420
aagcttcagt 480
agaaagctga 540
gnctégagct 600
acctggagtyg 660
ggetggaacg 720
gasctcctgg 780
atetcccgga 840
gtcaagttca 900
gaggagcagt 960
tggctgaatg 1020
gagaaaacca 1080
ccatcccggg 1140
tatcccageg 1200
accacgcctc 1260
gacaagagca 1320
cacaaccact 1380

1426

Leu Leu Leu Gln Gly

15

Asp Tyr Leu Gln Thr

30

Pro 5er Thr Leu Thr

Asp Glu Ala Thr Ser

His Ala Thr Tyr Thr

15



Pro
145
Arg
" ger

Ber

Asp
cly
Ile
Glu
His
305
Arg

Lys

Glu

385

His

Ile

130

Ala

Asn

Val

Ser

210

Gln

Lys

Pro

Ber

Val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

Mot Asp Val

Thr
Ala
115
Ser
Phe
Arg
Asp
Ser
195

Gln

Ser

Arg
275

Ala

Val

Tyr

355

Cys

Asp
100
Glu
Gly
Tyx

Gly

Ser
180

Tyr

Gly

Glu

His

Val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Leu

Gln
Ser
Gln
Mat
Asp
165

Arg

Glu

Glu

245

Phe

Pro

val

Thr

Val
3as5

Cys

Ser

Val

Ile

Leu
150
Ser

Leu

Leu
230

Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
310
Leu
Lys
Lys

Ser

Lys
390

Bis Phe Met Ala

Gly

Lys

Asn
135

Lya

Trp

Val

Gln

213

Lys

Pro

Phe

val

295

Pro

val

Ala

Arg
375

Gly

Asn Tyr
105

Pro Ala
120

Ila Ber

Gly Lys

Ala Val

185

Val Arg
200

‘Glu Trp

Glu Gly

Pro Cys

Pro Pro

265

Thr Cys
280

Asn Trp

Arg Glu

Val Leu

345

Lys Gly
360

Glu Glu

Phe Tyr

Pro

Trp

Leu

8Ser

170

Ala

Ser

Pro
250
Lys
val
Tyr
Glu
Hinm
330
Lys
Gln

Mat

Pro

75

Asp Aap Ile Phe

Gln Glu Cys Gly
110

Pro Phe Aan Vval
125

Arg Ber Asp Tyr
140 :

Gln Tyr Glu Leu
155

Pro Arg Arg Lys
Pro Leu Glu Phe
190

Gly Pro Met Pro
205

Asp Pro Val Ile
220

Aan Gly Ser Gly
2315

Ala Pro Glu Len
Pro Lys Asp Thr
270

Val Val Asp Val
285

Val Asp Gly Val
300

Gln Tyr Asn Serx
1s

Gln Asp Trp Leu
Ala Lau Pro val
350

Pro Arg Glu Pro
365

Thr Lys Asn Gln
380

Sexr Asp Iles Ala
395

Glu

@ln

Leu

175

Arg

Gly

Phe

Ser

Leu

255

Lau

Glu

Asn
335
Pro
Gln

val

val

val

Phe

val

Asp

Tyr

160

Ile

Lys

Ser

Gln

Gly

‘Bis

Val

320

Gly

Ile

val

8erxr

Glu
400

nAveg

16



Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr

405

410

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
. 435

440

His Glu Ala Leu His Asn Bis Tyr Thr Gln Lys

Pro Gly Lys

465

<210>
<211>
<212>
<213>

26
1499
DHA

<400> 26

geggccgeac
gaggetgggg
tcctggaaat
aagagctgaa

atgccaccta

- tcaacatcac

agagcatcaa
tctectggeyg
atgagctgca
tctocagtgga
atgagctgeoa
aatggagtga
gctceggete
ggqgaccgte
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta

tctccaaage

Human

caccatgccg
ctgeccegac
gtggaaccte
ggacgaggcc
cacctgeeac
agaccagtct
gecggetece
ctcagattac
gtacaggaac
ctcaagaagt
ggkgcgggea
coccggtcato
tagagacaaa
agtcttecte

cacatgcgtg

455

cgtggctggg
ctogtetget
caccccagca
acctcctgca
atggatgtat
ggcaactact
cctttcaacg
gaagaccctg
cggggagacc
gtctecetee
gggcccatge
tttcagacce
actcacacat

ttoeececccaa

gtggtggacg

ggacggcgty gaggtgeata

gtaccgtgtyg gtcagegtec

caagtgcaag

caaagggcag

gtctccaaca

ccgeceectt
acaccgatta
cgctcacect
gectccacayg
toccacttoat
cccaggagtyg
tgactgtgac
ccttoctacat
cctgggctgt
toceccctgga
ctggeteete
agtcagagga
gcccacegtyg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcacecgtect
aagccctcee

cacaggtgta

Lya Thr Thr Pro Pro

415

Ser Lys Leu Thr Val
430

Ser Cys 8er Val Mat

445

Ser Leu Ber Leu Ber

gctectgetg
cctccagacyg
tacctggcaa
gtcggcccac
ggccgacgac
tggcagottt
cttctcagga
gctgaaggge
gagtccgagyg
gttccgocaaa
ctaccagggg
gttaaaggaa
cccagecacct
caccctcatyg
agaccctgag
aaagccgcgyg
gcaccaggac
agtccccate

caccctgeee

ctgcteccagg
gtcatctgca
gaccagtatg
aatgcocacgo

attttcagtg

ctcctggctg'

cagtataata
aagcttcagt
agaaagctga
gactcgaqgot
acctggagty
ggctggaacg
gaactcctyg
atctcecgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatyg
gagaaaacca

ccatccoggyg

60
120
180
240
300
360 °
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140
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ﬂl11-l1r

aggagatgac caagaaccag gtcagcctda cctgectggt canagﬁcttc tatcccageg 1200
acatcgecgt ggagtgggag agcaatggge agocecggagas caactacaag accacgoecte 1260
ccgtgetgga ctocgacgge tecttettee tcotatageoaa getcaccgtg gacaagagea 1320
ggtggcagca ggggaacgte ttctecatget ccgtgatgea tgaggetectg cacaaccact 1380
acacgcagaa gagcctctce ctgtceccegg gtaaatcagg aatggeatca atgacaggag 1440
gtcaacaaat gggttctgga tctcatcatc atcatcatca ttctggaggt tgagaatte 1499
<210> 27

<211> 492

<212> PRT

<213> Human

<400> 27

. Mat Pro Arg Gly Trp Ala Ala Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gln Gly
1 5 10 : 15

Gly Trp Gly Cys Pro Asp leu Val Cys Tyr Thr Asp Tyr Leu Gln Thr
20 25 3o :

val Ile Cys Ile Leu Glu Met Trp Asn Leu His Pro Ser Thr Leu Thr
35 40 45

Lew Thr Trp 6ln Asp Gln Tyr Glu Glu Leu Lys Asp Glu Ala Thr Ser
50 55 . 60

Cys Ser Leu His Arg Ser Ala His Asn Ala Thr Ris Ala Thr Tyr Thr
65 70 75 80

Cys His Met Asp Val Phe His Phe Met Ala Asp Asp Ile Phe Ser Val
85 90 95

Asn Ile Thr Asp Gln Ser Gly Asn Tyr Ser Gln Glu Cys Gly Ser Pﬁn
100 105 110

Leu Leu Ala Glu Ser Ile Lys Pro Ala Pro Pro Fhe Asn Val Thr Val
115 120 125

Thr Phe Ber Gly Gln Tyr Asn Ile Ser Trp Arg Ser Asp Tyr Glu Asp
130 135 140

Pro Ala Phe Tyr Met Leu Lys Gly Lys Leu Gln Tyr Glu Leu Gln Tyr
145 150 155 160

Arg Asn Arg Gly Asp Pro Trp Ala Val Ser Pro Arg Arqg Lys Leu Ile
165 170 175

Ser Val Asp Ber Arg Sar Val Ser Leu Leu Pro Leu Glu Phe Arg Lys
180 185 150

Asp Ber Ser Tyxr Glu Leu Gln Val Arg Ala Gly Pro Met Pro Gly Ser
195 200 205

Ber Tyr Gln Gly Thr Trp Ser Glu Trp Ser Asp Pro Val Ile Phe Gln
210 215 220

18



Thr Gln
225
Asp Lys

Gly Pro

Ile Ser

His Asn
305

Arg Val

Lys Glu

Glu Lys

370

385

Trp Glu

Val Leu
Asp Lys
His Glu

450

Pro Gly
465

Ser Gly

Ser

Thr

Arg

275

Pro

Ala

val

ass

Leu

Asp

435

Ala

Lys

Ser

<210> 28

<211>

1426

<212> DNA

<113>

<400>

28

Glu

val
260
Thx
Glu
Lys

Ser

Lys
340

.Ile

Pro

Ser
420

Arg

Ser

Ris

Glu
Thr
245
Fhe

Pro

Val

val
325

Cye

Ber

val
Gly
405

Asp

Trp

Gly

His
485

Leu
230

cys

Glu

Lys

Lys

310

Lys

Lys

Lys

390

Gln

Gly

Gln

Asn

Met

470

Ris

Lys

Pro

Phe

val

Pro

Val

Ala

375

Gly

Pro

Ser

Gln

Bis

455

Ala

His

Glu Gly Trp Asn

Pro Cys Pro

Pro

Thr
280

val

Ser

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Gly
440

His

Pro Lys

Cys

val

Trp Tyr

Glu
Lau
ABn
345

Gly

Glu

AsSn
Phe
425

Asn

Bis

Glu

His

330

Lys

Gln

Mat

ABn -

410

val

Gln

Ser
450

235

Ala
Pro
Val
Val
Gln
315
Gln
Ala
Pro
Ser
395
Tyr
Phe
Lys
Gly

475

Gly

Gly

Lys

Val

Asp

300

Tyr

Lau

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Gly

Gly

Ber
Glu
Asp
Asp
285

Gly

Asn

Pro
Glu
365

Ile

Lys

Cys
445

Gln

Gly

270

Val

val

Sar

vVal

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Lau

430

Gln

255

Leu

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

Val

val

Pro

415

val

Arg
240

Gly

His

Val

320

Gly

Ile

val

Glu

val

Met

Gly
480

nne4g

geggocgeac caccatgecqg cgtggetggg ccgececett getcetgetg ctgetecagg 60

19



gaggctgggg
tecctggaaat
aagagctgaa
atgccaccta
tcaacatcac
;gngcntéan
. teteotggeg
atgagctgca
tetcagtgga
atgagctgea
aatggagtga
geteeggete
gggcaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tetccaaage
aggagatgac
acatcgocegt
ccgtgetgga
ggtggcagca
acacgcagaa
<210>
<211>

<212>
<213>

29
467
PRT

<400> 29

ctgoocecgac
gtggaaccte
ggacgaggcc
cacctgecac
agaccagtct
geeggeteee
;tcagattac
gtacaggaac
ctcangaagt
ggtgcgggca
cccggteate
tagagacaaa
agtcttecte
cacatgegtg
ggacggcgty
gtaccgtgtg
caagtgcaaq
caaagggceag
caaghaaccag
ggagtgggag
ctcogacgge
ggggaacgtc

gagectetoce

Human

ctegtetget
caccccagca
acctcctgoa
atggatgtat
ggcaactact
cctttcaacg
gaagaccctg
cggggagacc
gtctcectee
gggcccatge
tttcagacce
actcacacat
ttccccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtoagogtec
gtctocaaca
ccccgagaac
gteagectga
agcaatgggc
teottottoe
tteteatget

ctgtcoccegg

ncaccga?ta
cgcteaccet
gcctccacag
tecactteat
cccaggagtg
tgactgtgac
ccttctacat
cctgggetgt
tcecectgga
ctggctecte
agtcagagga
gcecaceqtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcacegtect
aagecctece
cacaggtgta
cctgeotgge
agoccggagaa
tctatagcaa
ccgtgatgea

gtaaatgagt

Met Pro Arg Gly Trp Ala Ala Pro Leu Leu Leu

1

10

Gly Trp Gly Cys Pro Asp Leu Val Cys Tyr Thr
25

Val Ile Cys Ile Leu Glu Met Trp Asn Leu His

cotccagacqg

tacctggcaa

gtcggeccac

ggccgacgac
tggcagottt

cttcteagga

-gctgaaggge

gagtccgagg
gttccgoaaa
ctaccagggg
gttaaaggaa
cccageacct
caccctecatg
agaccctgag
aaagccgégyg
gcaccaggac
agcccccate
caccetgeee
caaaggctte
caactacaag
gctcaccgtyg
tgaggctctg

gaattc

gtecatctgea
gaccagtatg
aatgccacge
attttcagtg
ctcetggety
chgtntanta
aagcttoagt
agaaagciga
gactcgaget
acctggagtyg
ggctggaacyg
gaagccctgg
itctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatcccggg
tatcccageg
accaégecte
gacaagagca

cacaaccact

Leu Leu Leu Gln Gly

15

Asp Tyr Leu Gln Thr

Pro Sar Thr Leu Thr

‘\f!11?tr

120
180
240
300
360

420

540
600
660
720
790
840
$00
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1426

20

no



Cys
65

Asp

Ile
Glu
His
305

Arg

Lys

Glu

Ber

Bis

Ila

Phe

130

Ala

Val

210

Gln

Lys

Asp

Asn

val

Glu

Lys

35,

Trp Gln Asp GIn Tyr

Len

Met

Ala
115
sSer
Phe
Axrg
Asp
Ser
195

Gln

Ser

Bez
Arg
275
Pro
Ala
Val

Tyr

Thr
355

His

Asp

Arg

val
85

Gln

100 .

Glu

Gly

Tyx

Gly

Ser
180

TYyT

Gly

Glu

His

Val
260

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Ser

Gln

Met

Asp

165

Arg

Glu

Glu

Thr

245

Phe

Pro

Val

Thr

Val
325

Cys

Ser

Ser Ala
70

Phe His
Ser t-ily
Ile Ly_.n
Tyr Asn

135

Leu Lys
150

Pro Trp-

Sar Val

Leu Gln

Trp Ser
215

Leu Lys
230

Cys Pro

Leu Phe

Glu val

Lys Phe

295
Lys Pro
alo0
Leun Thr

Lys val

Lys Ala

Glu

His

Phe

Asn

Pro

120

Ile

Gly

Ser

val

200

Glu

Glu

Pro

Pro

Asn

val

Ser

Lys
360

Glu Leun

Rsn

Mat

105

Ala

Ber

Lys

Val

Leu

185

Arg

Txp

Gly

Cys

Pro

265

Trp

Glu )

Asn
345

Gly

Ala
Ala
90

Trp

Len

170

Lau

Ala

Lys

val

Glu
His
330

Lys

Gln

Lys
Thr
75

Gln

155

Gly

Asp

Asn
235

val
val
Gln

315

Gln

Pro

Asp
60

His
Asp
Glu

Phe

Ser
140

Tyr
Arg
Leu
Pro
Pro
220
Gly
Pro
Lys

val

Asp

Asp

Leu

Arg

45

nniLay

Glu Ala Thr Ser

Ala

Ile

Cyn

Asn

125

Asp

Glu

Arg

Glu

205

val

Glu

Asp

Gly

Trp

Glu
365

Thr
Phe
Gly

110

Val
TYT
Leu
Lys
Phe
190
Pro
Ile
Gly
Ala
270
val
Val
Ser
Leu
Ala

aso

Pro

Tyr
Sex
95

Glu

Gln

Leu

175

Arg

Gly

Fhe

Ser

Ser
Glu
Thr
Asn
335

Pro

Gln

Thr

val

Phe

val

Asp

Tyr

160

Ile

Lys

Ser

aln

Arg
240

‘Gly

His

Val

Gly

Ile

Val

21
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Tyx Thr
370

Leu Thr Cys
aes

Trp Glu

Val Leun

Asp Lys
435

Bis Glu
450

' PO Gly Lys
465

<210>
<21l1>
<212>
<213>

30
741
DHA

<400> 30

atgoccgegty
ccegacctcg
aacctccace
gnggcc;cct
tgccacatgg
cagtctggea
gcteccocectt
gattacgaag
aggaaccggg
agaagtgtct
cgggcaggge
gtcatctttc
caggttgcete
<210> 31

<211> 245

<212> PRT
<213>

Ser

S5er

Ala

Leu Val Lys

Pro Pro Ser

375

Gly Pha

390

405

Asp Ser Asp Gly

gotgggeege
totgotacac
ccagcacget
cctgcagecot
atgtattcca
actactccca
tcaacgtquc
accctgectt
gagacccetyg
ccetectece
cca@gcctgg
agacccagte

cggcataaty

Asn Gly Gln

Arg Trp Gln

Leu His Asn

Pro
Serxr
Gln

440

His
455

ecccottgete
cgattacctc
cacccttace

ccacaggtcg

cttcatggee

ggagtgtgge

tgtgacctte

ctacatgctg
ggctgtgagt
cotggagtte
ctcoctoctac
agaggagtta

Arg Glu Glu Mat Thr

Tyrx Pro Ser
395

Glu Asn Asn Tyr

410

Phe Phe Len Tyr

425

Gly Asn Val Phe

Tyr Thr Gln Lys

ctgotgotge
cagacggtca
tgécaagacc
gcccacaatg
gacgacattt
agetttctee
tcaggacagt
aagggcaagc
ccgaggagaa
cgcaaagact

caggggacct

aaggaaggct

pALLD.

Lys Asn Gln Val Sar

380

Asp Ile Ala Val Glu

Lya Thr Thr Pro Pro

415

Ser Lys Leu Thr Val
430

Sar Cys Ser Val Met

445

Ser Leu Ber Leu Ber

tececagggagg

tetgoateet
agtatgaaga
ccacgcatge
tecagtgtcaan
tggctgagag
ataatatcte
ttcigtatba
agctgatcte
cgagctatga
ggagtgaatg

ggaacaaaac

ctggggctge
ggaaatgtgg
gctgaaggac
cacctacacc
catcacagac
catcaagecg
ctggecgetea

getgeagtac

agtggactca .

gctgocaggtg
gagtgacccg

cgaaacctce

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

741

22
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<400> 31 ) fra23

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

Gly Trp Gly Cys Pro Asp Leu Val Cys Tyr Thr Asp Tyr Leu Gln Thr
20 25 30 .

Val Ile Cys Ile Leu Glu Met Trp Asn Leu His Pro Ser Thr Leu Thr
s 40 45

Ieu Thr Trp Gln Asp Gln Tyr Glu Glu Leu Lys Asp Glu Ala Thr Ser
50 55 60

Cys Ber Leu His Axrg Ser Ala His Asn Ala Thr His Ala Thr Tyr Thr
65 70 75 80

Cys His Met Asp Val Phe Eis Phe Met Ala Asp Asp Ile Phe Ser Val
85 90 95 .

Asn Ils Thr Asp Gln Ber Gly Asn Tyr Ser Gln Glu Cys Gly SBer Fhe
100 105 110

)
:

"Ala Glu Ser Ile Lys Pro Ala Pro Pro Phe Asn Val Thr val
115 120 125

Phe Ser Gly Gln Tyr Asn Ile 8S8er Trp Arg Ser Asp Tyr Glu Asp
130 135 . 140

Ala Phe Tyr Met Leu Lys Gly Lys Leu Gln Tyr Glu Leu Gln Tyr
150 155 160

[
[
w

Arg Gly Asp Pro Trp Ala Val Ser Pro Arg Arg Lys Lsu Ile
165 170 175

5
E

Ser Val Asp Ser Arg Ser Val Ser Leu Leu Pro Leu Glu Phe Arg Lys
1B0 185 150

Asp Ser Ser Tyr Glu Leu Gln Val Arg Ala Gly Pro Mat Pro Gly Ser
185 200 - 205

Ser Tyr Gln Gly Thr Trp Ser Glu Trp Ser Asp Pro Val Ile Phe Gln
210 215 ) 220

Thr Gln Ber Glu Glu Leu Lys Glu Gly Trp Asn Lys Thr Glu Thr Ser
225 230 235 . 240
Gln Val Ala Pro Ala

245

<210> 32
<211> 1413
<212> DRA
<213> Human

<400> 32
atgcegegtg gectgggoege ceccttgete ctgeotgetge tccagggagg ctggggetge 60

cccgaccteg tcoctgectacac cgattacctc cagacggtca tectgeatcct ggaaatgtgg 120



124

Met Pro Arg Gly Trp Ala Ala Pro Leu Lau Leu Leu Leu Leu Gln Gly

1

5

10

15

Gly Trp Gly Cys Pro Asp Leu Val Cys Tyr Thr Asp Tyr Leu Gln Thr

25

Val Ile Cys Ile Len Glu Met Trp Asn Leu His Pro Ser Thr Leu Thr

as

45

aacctcecace ccagecacget cacccttacce tggraagacc agtatgaaga gctgauggac“nd:izé
gaggccacct cctgcagect ccacaggtcg geccacaatg ccacgecatge cacctacace 240:.
tgccacatgg atgtattcca cttcatggee gacgacattt tcagtgtcaa catcacagac 300
cagtctggea actactccca ggagtgtgge agetttctee tggetgagag catcaagecg 360
geteeccett tcaacgtgac tgtgacctte tcaggacagt ataatatcte ctggegetea 420
gattacgaag accoctgectt ctacatgetg aagggcaage ttcagtatga getgcagtaé 480
aggaaccggy gagacccctg ggctgtgagt ccgaggagaa agcetgatctc agtggactca 540
agaagtgtct ccctocctcce cctggagttc cgemaagact cgagotatga gotgeaggtg 600
cgggcaggyc coatgoctgg ctcoctoctac caggggacet ggagtgaatg gagtgacccg 660
gtcatctttc agacccagtc agaggagtta aaggaagget ggaacgatga cgatgacaag 720
ggctceggeg acasaactca cacatgccca ccgtgcccag cacctgaage cctgggggea 780
ccgtcagtct tecctettooce cccaaaaccee aagé;cnccc tcatgatctc ccggaccect 240
gaggtcacat gcgtggtggt. ggacgtgage cacgaagace ctgaggtcaa gttcaactgg 900
tacgtggacg gcgtggaggt goataatgec aagacaaage cgcgggagga geagtacaac 960
agcacgtacc gtgtggtcag cgtccteoace gtcctgeacce aggactgget gaatggcaag 1020
gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagcc ctcccagccc ccatcgagaa aaccatctec 1080
aamagccaaag ggcagccccg agaaccacag gtgtacacoc tgoccccatec ccgggaggag 1140 .
atgaccaaga acc;ggtcag cctgacctge ctggtcaaag gcttctatcc cagcgacatc 1200
gecgtggagt gggagagcaa tggécagccg gagaacaact acaagaccac gcctceegtg 1260
ctggactceg acggectectt cttocctctat agocaagctca ccgtggacaa gagcaggtgg 1320
cagcagggga chtcttcgc atgetcoceqgtg atgocatgagqg ctctgocacaa ccactacacg 1380
cagaagagcc tctccctgte cccgggtaaa tga 1413
<210> 33

<211> 470

<212> PRT

<213> Human

<400> 33

24



Cys
65

Pro

145

Ser

Gly

Val
val
305

Ala

Pro

Ser

Bis

Ile

Leu

Phe

130

Ala

Asn

val

210

oln

Ser

Glu

Thr

Pro

Gln

Trp Gl
Leu His
Met Asp
Thr Asp

100

Ala Glu
115

Ser Gly
Pha Tyr
Arg Gly

ASp Bar
180
195
Gln Gly
Sar Glu
Gly Asp
Gly Ala
260
Mat Ile
275

His Glu

val His

Gly Lys
ad0

Ile Glu
3558

Val Tyr

Vval
85
Gln

aGln

165

Arg

Glu

Glu

Lys

‘245

Pro

Ser

Asp

ABn

Val

325

Glu

Lys

Gln Tyr Glu

70

Phe

Ser

Ile

[
[
o

#

Ala
310
Val

Tyr

Leu

Ala

His

Gly

Lys

ABn

135

Lys

val

Gln

Ber

215

His

vVal

Thr

Glu

Lys

Lys

Ile

Pro

Bio
Phe
Asn
120
Ile
Gly
Ala
Sar
Val
200

Glu

Gluo

Pro
280
Val
Thr
val
Cys
Serx

360

Pro

Glu Leu Lya

Asn Ala Thr

Met

yr

105,

Ala

Ser

Lys

val

Leu

185

Arg

Trp

Gly

Leu
265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Ala

Ser

Pro

Trp

Lau

170

Ala

Pro

Phe

val

Pha

330

Val

Ala

Arg

75

His

Glu Ala

Ala Thr

App ‘Asp Ile Phe

Gln

Pro

Gln
155
Pro
Pro
Gly
Asp
Asn

235

Pro

Arg
315
val
Ser

Lys

Glu

Glu
Phe

Ser
140

Tyr

Axg

Leu

Pro

220
Asp

Cys

Pro

Asn
Gly

Glua

Cys Gly
110

Aasn Val
125

Asp Tyr
Glu Len
Axg Lys
Gld Phe

190

Met Pro
205

Val Ile

Asp Asp

Pro Ala

Lys Pro
270

val val
285

Tyr Val

Glu Gln
His Gln
Lys Ala

aso

Gln Pro
365

Mat Thr

Tyx
Ser
95

Glun

Gln

Leu

175

Arg

Gly

Phe

Asp

Lys

val

Asp

Asp
335
Leu

Arg

Lye

Val
Phe
val
Asp
Tyr
160
Ila
Lys
Ser
aln
Lys
240

Glu

Asp

Gly

Asn
320

Trp

Glu

Asn

ﬂﬂL?.g

25



370

Gln Val Ber ILeu Thr Cys

k1 1]

Ala Val Glu Trp Glu Ser

Thr Pro Pro Val Leu Asp

Leu Thr Val Asp Lys Ser

375

Leu Val

aso

405

420

435

Ser Val Met His Glu Ala

440

455

Bar Lau Ser Pro Gly Lys
470

<210>
<211>
<212>
<113>

34
1754
DHA

<400> 34

atgccceggy
Etggacctca
agccccaacc
caagagacct
tgecatatge
cagtctggca
gcteeecccot
gcttatgacg
cggaacctca
agaaacgtct
cgggcagcge
gtcatettte
gagccccgeg
gaccagagct
aagccatgta
atcegtcttce

agtcacatgt

gecccagtgge
cttgotacac
cocagcatact
tctgoagoct
gcttgtetca
acaactccca
tgaacgtgac
aaccctccaa
gagaccccta
ctettetece
ctocagoccagg
agacccagge
gaccgacaat
ccactceegg
cagatccatt

atcttceccte

gtggtagtgg

tgecttacte
tgactacctc
cagtctcacc
acacaggtct
attoctgtee
agagtgtgge
tgtggecctte
ctacgtgetg
tgctgtgagg
tgaagagttc
cacttcatte
tggggagece
caagccetgt
gagaatggta
tccatctcte
caaagatcaa

atgtgagcga

Asn Gly Gln

Ser Asp Gly

Arg Trp Gln

Leu His Asn

Lys Gly Phe

395

Pro Glu
410

Ser Phe
425

Gln Gly

His Tyr

ctgctgatte
tggaccatca
tggcaagatg
ggccacaaca
gatgaagttt
agetttgtec
tcaggacgot
aggggoaagce
ccggtgacca
cacaaagatt
agggggacct
gaggcaggct
ccteeatgea
agtgctataa
ctcatcagca
ggatgtactc

ggatgaccca

pni2g
380
Tyr Pro Ber Asp Ile
400
ABn Asn Tyr Lys Thr
415
Phe Lesu Tyr Ber Lys
430
Asn Val Phe Ser Cys
445
Thr Gln Lys Ser Leu
460
tccatggage ttggagetge 60
cctqgtgtect ggagacacgg 120
aatatgagga acttcaggac 180
ccacacatat atggtacacqg 240
tcattgtcaa tgtgacggac apo
tggctgagag catcaaacca 360
atgatatctc ctgggactca 420
tacaatatga gctgcagtat 480
agctgatctc agtggactca 540
ctagctacca getgoaggtg 600
ggagtgagtg gagtgacccc 660
gggacggcte cqggctctaga 720
aatgcccagg taagtcacta 780
acatccctge actagaggat 840
cctaacctog agggtggace 900
atgatctece tgagccccat 960
gatgtoccaga tcagoctggtt 1020

26



tgtgaacaac
tactctcecqgg
tttcgeatge
acccaasaggt
gtctgtgtag
ggtcagtaag
aacaggtcac
ggaccaacaa
atggttetta
atagctacte
tctcceggac

cccacactca

tgtaatagga

<210>
<211>
<212>
<213>

k1
240
PRT

<400> 35

!;t Pro Arg Gly

1

Ala

k[

50

Cys
65

Cys His

Trp Ser

Thr Cys

Thr Trp

Ser Leun

Met

gtggaagtac
gtggtcagtg
gecgtcaaca
gagagctgca
acagccttet
agctccacag
tctgacetge
cgggaaaaca
cttcatgtac
ctgttcagtyg
tccgggtaaa
tctocatgot

attc

Mouse

Pro

Cys
20

Val

Gln Asp

His Arg

val Ala

Asp Lsu

Glu Thr

Ber Gly

acacagctca
cccteccecat
acaaagacct
gcctgactge
gcttcageca
gtatatgtct
atggtcacag
gagctaaact
agcaagctga
gtccacgagg
tgagctcage

tccottgtat

Ala Leu

thr Cys

gacacaaacc
ccagcaccag
cccagegeec
atgggggctg
tgacctttgt
tgcctccace
acttcatgee
acaagaacac
gagtggaaaa
gtctgcacea
acccacaaas

aaataaagca

Leu Leun
10

Tyr Thr

Arg
40

Glu Tyr Glu Glu

His

70

Axg

Ser Gln Phe Leu

Asn

Pro Aan

Lau Gln

Thr Thr
75

Ser Asp
90

catagagagq
gactggatga
atcgagagaa
ggatgggcat
gtatgtttct
agaagaagag
tgaagacatt
tgaaccagte
gaagaactgg
tcaccacacy

ctetcaggte

cccagcaatg

Leu Ile

Asp Tyx

Pro Ser
45

attacaacag
gtggcaaggc
ccatctcaaa
aaggataaag
accctcacag
atgactaaga
tacgtggagt
ctggactctg
gtggaaagaa
actaagagct
caaagagaca

cctgggacca

Leu His Gly

Ile Leu Ser

Asp Gln Glu Thr Phe

Bis Ile Trp Tyr Thr

Glu val

Phe Ils Val

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1754

pn1ag

Val Asp Gln Ser Gln

100

Ser Gly Asn Asn
105

Glu Cys Gly Ser Phe

110

Leu Asn Val Thr Val
125

Pro Ala
120

val Ala

115

Glu Sex Ile Lys Pro Pro

Ile Ser Ala

140

Ala Phe Ser Ser

130

Gly Arg Tyr Asp Trp Asp

135

Tyr Asp Glu

27



Pro Ser Asn Tyr Val Leu Arg Gly Lys Leu Gln
145 150 155

Arg Asn Leu Arg Asp Pro Tyr Ala Val Arg Pro
165 170

Ser Val Asp Ser Arg Asn Val Ser Leu Leu Pro
180 185

Asp Ser Ser Tyr Gln Leu Gln Val Arg Ala Ala
195 200

Sar Phe Arg Gly Thr Trp Ser Glu Trp Ser Asp
210 215

Thr Gln Ala Gly Glu Pro Glu Ala Gly Trp Asp
225 230 235

<210>
<211>
<212>
<213>

36 ' .
795

DRA

Mouse

<400> 36

ctgcaggtcg acaccaccat gccccgggge ccagtggetyg

" eatggagett ggagetgcct ggacctcact tgotacactg

tgtgtecctgg agacacggag ccccaacccc agcatactca

tatgaggaac ttcaggacca agagacottc tgcagectac

acacatatat ttgtctcaat

ggtacacgtg ccatatgcge

attgtcaatyg tgacggacca gtctggcasc aactcccaag

gctgagagca tcaaaccage tccccecttg aacgtgactg

gatatctcct gggactcage ttatgacgaa ccctccaact

caatatgage gacccctatg

tgcagtatcg gaacctcocaga

ctgatctcag tggactcaag aaacgtctct cttetccctg

agctaccage tgeaggtgeg

gtgacccegt

ggeagegect cagecaggea

catctttcag

agtgagtgga acccaggetg

tcatcaccac

gacggcagcg gacaccacca

ggtageggey

aagtagtgag aattc

37
255
PRT
Mouse

<21D>
<211>
<212>
<213>

<400> 137

i

Tyr Glu
val

Glu Glu

Leu

Lys

Phe

Gla Tyxr
160

Leu Ile
175

Bis Lye

190

Gln
205

Pro
Val
220

Gly Sar

ccttactecct
actacctctg
gtetcacctg
acaggtctgg
toctgtccga
agtgtggcag
tggeettete
acgtgctgag
ctgtgaggec
aagagttcca
cttcattcag
gggagcecga

actataaaga

Fro

Ile

Gly

Gly Thr
Phe Gln

Sar Axg
240

goctgattcte
gaccatcacc
gcaagatgaa
CCACaacacc
tgaagtttte
ctttgtectg
aggacgctat
gggcaageta
ggtgaccaag
caaagattct
ggggacctgg

ggcaggetgg

cgatgacgat

nnLag

60
120
180
240
300
3560
420
480
540
600
660
720
780

795
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Met Pro Arg Gly

Ala Trp

Ile Thr

Leu Thr
50

Cys
35

Cys Ser lLeu

65

Cys His

asn Val

Val Leu

130

Pro Ser
145

Arg Asn

Bar Val

Ser Phe
210

Thr Gln

Ris His

Met

Thr

Ala

115

Asn

Leu

Asp

195

Arg

Alma

His

<210> 38

<211> 792
<212> DHA
<213> Mouse

<400> 38
atgaaattct tagtcaacgt tgcccttgtt tttatggteg

Cys
20
val

Gln

His

Asp
100
@ln
Gly
Tyr

Arg

Ser
180

TYyCr
Gly
Gly

His

"3

Leu

Leu

Asp

Arg

Gln

Axyg

val

Asp

165

Gln

Glu

Gly
245

VYal Ala Ala Ieu

Asp

Glu

Glu

Ser

70

Ile

TYX

150

E

Pro
230

Len

Thr

Tyx
55

Gly
Gln
Gly
Lys
Asp
135
Axg
Ty
val
Gln
Sar

215

Glu

Thr Cys
25

Arg Ser
40

Glu Glu
His Asn
Pha Len

Asn Asn
105

Pro Ala
i2o0

Ile Ser
Gly ﬂys
Ala val

Ser Leu
185

Val Arg
200
Glu Tip

Ala Gly

Ser
S0

Txp

Arg
170
Leu

Ala

8er

Trp

Gly Asp Tyr Lys

250

Leu Leu

Thr

Asn

Asp

Pro

Gln Asp

75

Asp

Gln

Pro

Gln

155

Pro

Pro

Ala

Asp

235

Asp

gecggcageqg gacaccacca tcatcaccac ggtagcggeg

aagggttccg gatgcoctgga cctcacttge tacactgact

Him

Glu

.Gla

140

vni
Glu
Pro
Pro
220

Gly

Asp

tgtacatttc ttacatctat
actatasaga cgatgacgat

acctctggac catcacctgt

Ile Leu Bip Gly .

Ser Ile
45

Gln Glu

Ile Trp

val Phe
Cys Gly
110

Asn Vval
125

Ala Tyr

_Glu Lau

Thr Lys

Glu Phe
150

Gln Pro
205
val Ile

Sar Gly

Asp Asp

Tyr

Ile
95

Asp
Gln
Leu
175

Bis

Gly

His

Lys
255

val

Glu

160

Ile

Thr

Gln

His
240

nnvog

60
120

180

29
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gtcctggaga
gaggaacttc

catatatggt

. gtcaatgtga

gagagcatca
atctcctggg
tatgagctge
atctoagtgg
taccagctge

gagtggagtg

tagtgagaat

<210> 39

<211> 260
<212> PRT
<213>

<400> 239

Met Lye Phe Leu

1

Sexr Tyr

cacggagcce
aggaccaaga
acacgtgeca
cggaccagtc

aaccagctce

actcagctta“

agtatcggaa
actcaagaaa
aggtgcggge
accccgtcat

te

House

caaccccage atactcagte tcacctggea

gaccttctge ageoctacaca

tatgogettg totcaattece

tggcaacaac toccaagagt

cccettgaac gtgactgtgg

tyacgaacce tccaactacg

cctcagagac ccctatqetg

cgtetetett ctecectgaag

agcgecetcag ccaggeactt

ctttcagacc caggotgggg

vVal Asn val Ala

Ile Tyr Ala Gly Ser Gly

Gly Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp

i

Thr Cya
50

Tyr Thr Asp Tyr Leu Trp

Arg S5er Pro Asn Pro Ser Ile Lau

65

70

Glu Glu Leu Gln Asp Gln Glu Thr

His Asn Thr Thr His

Phe Lau

85

lo0

S8er Asp Glu val Phe

115

Asn AsSn
130

Pro Ala Pro Pro Leu Asn Val

145

Ser Gln Glu

Cys Gly

Ile Trp TYr

Ile
120

Sar
135

Thx

150

Ile Ser Trp Asp Ser Ala Tyr Asp

Len

Hisa

25

Lys

Thr

S8er

Fhe

105

val

Phe

val

Glu

val
10
His

Gly

Ile

Cys
94

Cys
Asn
val

Ala

Pro

Pha

Ris

His

val

Phe
155

ggtctggecoa
tgtcecgatga
gtggcagett
ccttctcagg
tgetgagggg
tgaggccggt
agttccacaa

cattcagggqg

agccegaggc

Mat Val val Tyr

Him
a0

Gly Cys Leu

45

Cye
60

His

val Ieu

agntgaqtaé\

caacaccaca
agttttcatt
tgtcotgget
acgctatgat

caagoctacaa

‘gaccaagetg

agattctage
gacctggagt

aggctgggac

Ile
15
Gly Ser

Asp Leu

Glu Thr

Trp Gln Asp Glu Tyr

Leu His Arg

Met Arg Leu
110

Thr Asp Gln Sex

125

Ala Glu Ser

140

Ser Gly
95

Bar Gln
Gly

Ile Lys

Ser Gly Arg Tyr Asp

Asn Tyr Val

160

a0

fl‘;ﬁgr

00
360
420
480
540
600
660
720
780

79&'
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165 170 175

Gly Lys Leu Gln Tyr Glu Leu Gln Tyr Arg Asn Len Arg Asp Pro Tyr
' 1B0 185 190

Ala Val Arg Pro Val Thr Lys Len Ile Ser Val Aap Ser Arg Asn Val
195 200 205

Bar Leu Leu Pro Glu Glu Phe His Lys Asp Ber Ser Tyr Gln Leu Gln
210 215 220

Val Arg Ala Ala Pro Gln Pro Gly Thr Ser Phe Arg Gly Thr Trp Bar
225 230 235 240

Gly Trp Sar Asp Pro Val Ile Phe Gln Thr Gln Ala Gly Glu Pro Glu
245 250 a55

Ala Gly Trp Asp
- 260

¥Y_Main 516391 1

natag
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l cmm mermmcmcm C"C‘lm m

51 ﬁmmmmmnmm Tooe

101 mmcmmm
. 203 CCTCAGCCTC AGEACTATCT cnetméac'mnm )
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naTes
- acc cap tca tta 1gg aac-aaa dcc gaa acc tee 720-
Thr 1n g%tg' Glu Leu, L Glv & g?; T?‘g Asn I.ys Thr 6luv Thr Sér
c 228 - . - L 230 240
cag gtt get cog gea a taa tga. SEQ ID NO: 30 ' e 1

) G'In Va‘l Ala Pro z'ls SEQ ID NO: 31
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atg ccg ¢ ¢ tgg gee gee
Heg Pr:g A'lg'; (Q;QY }?3 gga %a Pro l.en-liaq Leu Leu Let Led g}n Gly

1

t C tgC ECC Dac CIC grc tge tac acc gat tac Cte cap acg
g?; T% ay_ g%: Pro Asp’ Leu Val _gs “Tyr Thr Asp Tyr ;su 6Sin Thr

gtc atc tgc atc ctg gaa atg tog 3ac CIC cac ccC age acg cic acc
Met

val Ile ‘c!s Ile Lev Glu ISP Asn Leu His Pro Ser Thr Leu Thr
3 . . i .

w

Ctt ACC tgg Caa gac cag tat gag ctg aag gac -gay gee age tee
Leuw -Tlar T?-g GIn ?sp GIn Tyr i;i"'u Glu I.e?: Lys egp GTu Ala Thr Ser
.S L

1gC age Ctc cac agg tcg gee. Cac aat goc. acg cat grc acc tac acc
70

cls Ser Leu His Arg Ser Ala His Asn Ala ;l;nr His Ala Thr Tyr .'&l;r )
65 . .

" " 1gc cac atg gat gfa tIC cac tRC atg gec gac gac att tic agr grc
: Ala

Gys His met Asp :;1 Phe.His Phe Met Ala Asp Asp Ile Phe sg.gr val

3aC atc aca gac cag tct gge aac Tac tec cap gag tgi,g ] agec ttt
Asn Tle Thr 538 eln Ser Gly Asn '%; Ser GIn gu Cys gi& ser:Fhe

Ctc ctg 9ct gag agc atC amg <cg. get CCC CCt TXC AdC gty act gtg =
- Leu Leuv Ala G'llgl ser Ile Lyg Pl'g 9,5'3 Pro Pro Phe Asn Val Thr va?

as- - .- 120 125

acc tte tca gga cag tat aat atc tcc 199 Cgc tea gat Yac gaa gac
Thr'Phe Ser 6

130 140
cCt gcC tIc tad atg Ctp aag ggec aag cIt cag tat gag ctg cag tac
;ﬁ Ala Phé Tyr met. i.esg Lys 5?; Lys S0 3

agg aac ¢gg.gga gac ccc tgg get grg agt ccg agg aga asg ctg atc

Arrg ASn Arg Gly ﬁE Pro Trp Ala Val Ser Pro Arg Arg Lys Ii;'g 1le’

: 270

4Ca 91;? gac tca aga agt gtc 1cC €te cte €CC c1g gag ttc cgc aaa
Ser val Asp g:a_nrg Ser val ser ligg Leu Pro Leu &lu ;l;’a Arg Lys

' gac tcg agc tat gag <tg cag gtg cgg gea g?g €CC atg cct 1cc
L] G y

Asp Ser s:; Tyr Glu Leu 6In Val Arg Ala

Pro Met Pro Gly Ser
19 200 205

tcc tac cag g?g acc tgg agt gaa tgg agt gac ccg gtc atc ttt Cag

Ser ‘5;5 GIn Gly Thr Trp gg; Glu Trp Ser Asp Pro Val 11e phe Gin

220
u'. -12A

250f 64

ccc ttg CIC Ctg cty Ctg ¢tC ¢ag. gga

y GIn Tyr gl; ITe Ser Trp Arg Ser Asp Tyr Glu Asp

Lev GIn.Tyr Glu Leu GIn m ]

156
AATEg.

48

192

. 240

288
336

384

" 432

480
;is
576
624
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g% tec ggc. gac 3aa.act cac aca
. Gly Ser Gly Asp liz.;; Thr His Thr

- AgC i.lcg ta!::cg‘l:

acc cag tca g 20 TTa aag gaa
Thr G'Ig Ser Gﬁ g’lu Iz.gg Lys Glu

gce ctg gra ccg tea gie trc
25a Leb &y Ala

acc Ctc atg arc tCc cgg.acc cct

* Thr Leu Mex Ile Ser Arg Thr Pro
275 . 280

' gta agc .cac gaa.'gac £Ct gag gtc
HE

wis Glu Asp Pro Glu Val
295

- gtg. Cat aat gcc aag aca
\grta? gg \grta His Asn ﬁa l.yg Thr
305 " 310

grc agc gtc
Ser Thr Tyr Arg gizls val Sser vaj

Leuy ASN G

. c1g aat gr: aag gag tac aag tgc
Y e

dec €cc atc gay aaa acc ate icc
‘Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
- 3sS T 360

- cca cag 3:? tac acc cig-ktce cca

Pro .GIn r Thr Leu Pro Pro
.370 TY-. ) 375

Cag gtc agc ctg acc tge Ttg gtc
gﬁ val sgr I.ea Thr :: Le{.' 3.1

"gec gty .gag tgy gag agc aat

Ala val Glu Trp Glv Ser Asn Gly
- . 405

acg-cct ccc gt
‘Thr Pro Pro va
420

Ctg gac tcc gac
Lev, Asp Ser Asp

* €IC ACC gty gac aag age agg tgog

teuv Thr val Asp Lys Ser Arg T
435 Ak 4 4

m-

Ala Pro Ser'val phe

57

na 1

1igg aac gat. gac gat gac aag
Gly Trp Asn Asp Asp Asp Asp Lys
235 7 240,

1gc ¢Cd €Ccg 1gC CCA gCa CCt gaa-
Cys li’;g Pro Cys Pro Ala Pro 6lu - -

255

CIC tIC CCC CCa 3da CCC 2ag gac .
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp.

265 . 220 -
gag gtc aca tgc gty gig gty gac
Glu val Thr Cys \zf:s val val asp

aag ttc aac 199 tac e;?gac
Lys Phe Asn ‘;‘58 Tyr Asp Gly

aag tcg cgg g'ag' gag-cag tac aac
.LYyS Pro- Arg Glu GIv GIn Tyr Asn
) 315 . 320

Ctc acc gic cig cac <ag gac 1t
Ley ;‘3‘5 \’}tn Leig.l His 512 I:ugg ‘rg

aap "grc ICC aac aaa gec ctc cca-
Glu Tyr Lys Cys la.xg \ga'l Ser-Asn Lys Ala Len Pro

350 |

a’sa gcc aaa gqg' cag ccc cga gaa
Gly GIn Pro Arg Glu _

Lys Ala Lys
. 365

TCC CgD.gap gag Atg ACC aag aac

.Ser Arg 6lu 13;13 Met Thr Lys Asn .

aaa "IIC tat ccc agc gac atc

Lys Gly phe Tyr'Pro Ser-Asp Ile
~ T 398 U, P 200

Cig cCg gag aac aac tac aag acc

GIn Pro Glu Asn Asn Tyr :.;: Thr -

410

g?c tCC ttc ttc ctc tat agc aag'
Ezg Ser Phe Phe Leu H 5 Ser Lys

Cag cag ggo aac gtc tic tca tgc

GIn 61n Gly Asn va; Phe Ser Cys
44

128
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<8

paTeg -

tcc gty atg cat ‘g get Ctg cac aac cac tac acg cng ABg ‘agC crc 1392
Ser Eo Met His Glu Ala Leu H'is Asn His Tyr Tléa Gin l.ys ssr |'.eu

45’5
tcc ctg tec cc asa tga SEQID NO: 32 o T iy
.SerLe?ISerP‘rgg?;LyssEQIDm' 33 .. L. e . .
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Ser.pPhe Arg Gly Thr Trp Ser Glu Trp
210 ) 215 .

ser Asp Pro Val Ile Phe GIn
220 .

Fg. 13A
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. 3 30 Wde atg tec ¢ € ¢ca gIg grt geec tta <tc ctg ctg att ctc cat gga .. 48
) 3 0 W0:3S neg Pro A%% (3 |;ro Va? Ala Ala teu li%u Let Leu Tle Leu Iﬂs 8?; -
alls am ¥ = u . - L . 1 - I.: » - . - - I . i
t tgg agc. tge ctg-gac ctc act tgc tac act gic tac ctc tgg acc 96
R%, ng sgr c%cs Lev Asp Lev Thr c!s Tyr Thr Asp Tyr Leu Trp Thr
S 20 - 25 . 30
- atc acc 1 ¢ ctg gag mca Cgg age €CC amt CCC AQC ata CiC agy E 144
Ile Thr g‘: %‘I I.elgl 2?2 Thr mg-g- s:gf' Pro Asn Pro Ser Ile Leu Ser:
) % . 40 .t 45 © . .
ctc dcec't : ctaa gat gaa tat gag gaa Ctt Caf gac Caa gag acc ttc 192
" Leu Thr Trp 6In 2::: Glu 'I'!r Glu Glu Leu GIn ASp GIn Glu Thr Phe
0 5 A
"agc cta cac-agg tct ggc cac aac acc aca cat.ata t'gg tac acg 240
3: Sgr Leu His Agg Ser 61y His Asn Thr Thr His Ile Trp Tyr Thr
6 - . 70 - . 75 80
. “1g¢ <at atg cgc ttg tct c@a Trc ctg tec gat gam grr ‘ttc art gee - 288"
Cg: Mis Heg Agr; l.el-gl Ser GIn Phe l.ea Ser 2sp Glu Val phe Xle val
. . 8 - 90 . ’ 95
" aat acg gac cay tct ggc aacC aac tcc caa gag tgt age ttt 336 -
Asn s: 'ﬂll’i' gs G]g Ser Gly Asm Asn Ser GIn Glu Cys gf‘ Ser phe T
R | . 105 . - 1
. gtc cx T agec atc aaa cca gt CCcC ccf ttg aac act gtg -’ 384
gta'l ;.el'i gﬁa 53 sgf' Ile .Lys Pro Ala Pro Pro Leu Ash 3: Tht Va?
1S 120 125 : _
gec Ttee tca g?i Cge Tat gat atC tcc tgg gac TC3 get TAt gac gaa © 432
Ala rhe Ser Gly Arg Tyr Asg Ile Ser Trp Asp Ser Ala Tyr Asp Glu
© 130 13 T 140, .
;:: t‘cc-aac ;;c 3: Ic.i:sl :gg gr: :ag Eta 'g_lu %t g ctg gg tat 430
Pro Ser Asn Tyr val Leu y LyS ‘Leu GIn Tyr Glu- Leu r-"
145 . © 150 155 ’ }!D
€gg aac cic ags gac ccc tat oot grg agg ccg grtg Acc aag clg atc 528
ATQ ASh Leu Arg Asg Pro Tyr Ala Va A;8 Pro Yatl Thr Lys Leu Ile.
_ © 16 . 1 175
tca gac tca aga.aac gtc tet Ctt cre cet gam gag trc 'cac aaa 576
ser %? Asp ser mg-g Asn Val Ser Lev Leu Pro Glu G'Ig Phe MHis Lys
. 180- 185 190
gat 1C1 agc tac cag cig cag c a gcg cct cag cca act 624
Asp Ser Ser Tyr Gln-Leu GIn ‘g': A?g 2!I:a 212 Pro G'lg pro Gly Thr
. 195 © 200 205
TCa txC agg ygg acc’ tgg agt gag tgg agt gac cccC gtc' atc Tttt cag 672

o et g



acc cag get ctc gag gca
99 2?9 2?9 9

Thr GIn A'Ia
2

gagcecegeg gaccgacaat caagecctgt
gattagagct :r.actcccgg g:gaatggta
aagccatgra cagatccatt tecateterc
atcegrettc atcttcccte caaagatcaa
agtcacatgt gtggtgotgg argrgagcga
tgtg-aaca_ac gtggaagtac acacagctca
ta'ctctchg gtgptcagtg ccqtcs:ccat
ttt,cgcat_gc' gccgtcaaca acaaagacct

. acccasaggt gagagctgea gectgacige

gtctgtgtgy acagccttrt geticageca
ggtcagtaag agctccac_:ag' gtatatgtct

" aacaggtcdc. tctgacctge atggrcacag
ggaccaacaa cgggaaaaca_gagctaaact'

atggttctta cttcatgtac agcaagctg_a
atagcractc crgrtcagrg gtcc.acgagg
Tcroceggac tct'gggtaaa- tgagctcage
cccacactca t:tc_t'atgc_t rcccteguat
tg.taatagga -attc

© mag.
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l:tgguac ttcr C €TCcY aga

uPrnG'IuA'laGyTrpAngySerSySerArg

cct_ccatgca ‘satgcccagg taagreacra

agtgctataa acatccctge actagaggat
Ctcatcagea cctaacctcg agggtygace
ggatgtactc atgatetcer tgageeccat
ggatgaceca gai:stc_ﬂga tc_a;gctggtt
gacacaaacc catagagagl .i_nttacaacag
ccagcaccag gactgggtggn_étgg_qnggc
CCEAgEgeeC aTCgagagea CCatctcaaa
atgggggctg géatg'ggl:at- aaggataaag
tgaccttigt gratgtttct accctcacag
TgCCICcace -agaagaagag atgactaaga

acttcatdcc. tgaagacatt tacgtggagt )

acaagaacac tganccagtc ctopgactcty
gagtggaaaa ga'aga-ar.tgg gtggaaagaa
gtcrgcacaa tcaccaGacp actaagagct
acccacsdaa ctctcaggte caaagagaca
aaataaagca cccagcaatg cctgggacca
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.AS

- gaa
Glu

Leu Asn val Thr va

Me P_roArgEyl;roVa Ala Ala
1 -

an .
-, -

16!

NN e

" . ctgcaggtcg acaccacc atg ccc €gg ggc €ca gtg get gee tta crc-ctg
. Leu Lev Leu

10

- . :ctg att ctc-cat gga get tgg age tyc Ctg gac €tc act tge tac act |

Lett I1e Leu wis Gly Ala Trp Serc;sLeuAsp Leu Thr c¥s Tyr Thr
S 15 . .o 2 : 2

gac tac ctc tog acc atc acc tgt gtc ctg gag aca'l:g'g a'gc €CC aac -
Ser Pro. Asn’

As r Leu Trp Thr ITe Thr Cys Yal Leu-Glu Thr A
PR TP & & &y

CCC a0C ata.Cctc agt Ctc acc T9g Caa gat gaa Tat, gag
" Pro Ser Ile Leu S5er Leu ';Iar Trp GIn Asp Glu Er Glu

45 .
e e acc ttc tgc agc Cra cac agg TCt ggc cac
:p Gin ‘953 Thr Phe tszis sg::' Leu His Arp ;eor,s y His

‘cat atd ‘tgg tac acg tgc cat atg cdc ttg tet caa tic
Kis Ile Trp Tyr ';Isr Cys His Met Arg la.gu Ser Gln Phe

T ttc att grc aat acg gac cag tct ggc aac
Ha Val. phe Tle Vai Asnval Th?‘%ggarsyhsn
)]

a aa
ASD
9% - _
- gag tgx age tIt gtc ctg get gag agc atc aaa cca
ser Phe Va

Glu Cys Leu Ala Glu Ser-1le Lys Pro
Y 115 A ) J

_ 1A5° . 120

Tty aac grg act gtg R_t':t:'ttc tca Cgc tat’ gat atc
. Ala

Phe Ser Gly A r Asp Ile
125 130 iy ArD Ty 13?.

" tca gct tat gac ccc tcc aac tac 3:% ctg agy ggr

Ser Ala Tyr.Asp Glu ‘Fro Ser Asn Tyr Ley Arg GF
140 T . P 145 4 150 9 v y

tlt:ga'g ctg cig tat cgg aac ctc ac ccc tat get
TYr Glu teu Glg_‘{!s Arg Asn- Leu.:g Ezg Pro Tyr g%a

. gig acc aag cty atc tca grg gac tca aga aac ptc tct

hr Lys Leu Ile Ser va? ASp Ser Arg Asn Val Ser
. TA7s - 180

gaa gag 1tc cac ada gat tct age tac cag ctg ca
Glu Glu phe His Lys Asp Ser gr Tyr G?g leg G'lg 3:?
190 195 " 200

‘CCT cag cca ggo act 't<a tiC agy ggo acc tgg agt gag

Pro GIn pro Gly Thr Ser Phe A g? Thr Irp ser Glu
205 . 210 ng Y P 215

Fig. LA

~ 300f64

gaa ctt cag"

GIn Leu GIn

aac acc aca
Asn Thr ';Er

€tg 1cc gat
Leu Ser Asp
90

aac tcc-caa
Asn’ Ser &In
105

gect ccc cec

Ala Pro Pro

tLC TPy gac
Ser Trp Asp

aag cta caa
Lys Lev GIn
. 155

gtg agg ccg

val Arg Pro.

170

€It CIc Cct
Leu Leu Pro
185

Cg9 gca 9cg
Arg Ala Ala

1gg AgrT gac
Trp Ser Asp

51

147

- 195
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" cce gte afc ttt cag acc cag get ‘aag ccc. - ooc Tog qat | -
;;3 3:1 ile phe G'Ig ;2; _G"I% R'Qa 213 2?3 lzn-;g 2%% 2‘1, g?; ;‘gg .

cac cac cat cat cac ‘cac ggt agc gyc pac tat asa gac
.gﬁgrcy:lﬂs His His His His nis‘ai_ser.a; :
i - 240 . o . 24_ "
gac gat aag tagtgagaat tc-SEQ ID NO: 36
g:; Asp Asp li!? SEQ ID-NO: 37 -

*
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- ttc ctg tcc gat

. atg aaa ttc tta gtc aac

get_l.y_g Phe Leu \sfa'l ASn

tct tac atc-tat gec
&y

- Ser Tyr Iie gr- n‘la_

g?: gac, tat aaa gac gat
Gly

Asp ‘;!r Lys Asp Asp

. act 1gC Yac act gac tac
Thr 45:‘5 Tyr Thr Asp Tyr

cjg agc ¢rc aac ‘ccc igc
Arg Ser Pro Asn Pro Ser
6 - : 70

. ‘gag gaa ctt ca C Caa
ﬁ g‘lu Leu G'Ig %p GIn

" cac aaC acc aca cat ata

His Asn Thr Thr His Tle
) 100

aa gtt

Phe Leu Ser Asp Glu val

: 115 )

aac aac tec caa gag t

130

" ¢ea gCT cCC ccc tig aac

Pro Ala Pro Pro Leu Asn
145 - 150

arc tee tgg gac tca gev
Ile Ser Trp Asp .;.E; Ala

T aag ¢ta caa tat
‘9;?; L) -gag

LYS Leu GIn Tyr Glu
. ) 18(!--ry .

get gt?' agg ccg gt? acc
Ala va 2;? Pro Val “Thr

tct ctt ¢tc cct gaa gag
Ser 1_38 Leu Pro Glu Glu

AnIgg

gtt gcc ¢ttt gty tit atg gtc gt? 1tac. att

val Ala Leu Va) Phe Met Val va 'rgr e
: 1. 1 .

C ‘ewc €ac cat cat cac €ac, c
gegr m!{;s His His His His i;-tl's Gly ;2.-

gac gat aag ggt tcc gga tgc ctg gac ctc ©
Asp :ap-ws Gly-Ser Gly ggs Leu Asp. Leu’

CtC 1gg accC alc acc 1gt gtc cty gag aca
Iggu 1?-3 Thr Ile Thr gs \grta'l Leu Glu Thr

ata ct¢ agt ctc acc tgg caa gat gaa tat
Ile Leu Ser Leu ';gr Trp GIn Asp Glu ';;r

gag acc e v .ag¢ cta cac agg tct
Glu Thr Phe g%g Ser Leu His Arg ggr ?;?;

tgg tac acg tgc cat atg cgc itg tct caa
Trp Tyr '{3; Cys . His Met Arg Iﬁg Ser Gln

ttc att gtc aat gtg acg gac cag tct gge |

Phe 1le val Asn val Thr Asg GIn Ser Gly
120" . 125

Ser rhe Val Leu Ala Glu Ser Ile Lys

gt agc ttr gtc Ctg gt gag agc atc asa
Asn Asn Ser Glh Glu Cys ':;Zc

140. )
gtg act £C tIC tca cgc tat gat
3:? Thr gt.? g‘la ?5“5! ser _g?;_ag'g Tyr EEB .

tat gac ga@ CCC tcc aac rac gtg ctg

r Asp GTu Pro Ser Asn Tyr Val Leu Arg.
R4 170 ' 175. e

ctg Cap tat Cg) aac c1c-aga gac ccc tat

Leu GIn Tyr Arg Asn Leu Arg Asp Pro Tyr
RS 9 glss Ty_

aag ctg atc tca gtg gac tca aga 3ac gtc
Lys gsg Ile Ser val Asp gs; Arg Asn val

TIC Cac aaa gat tct age tac cag ctg <ag

Phe His Lys Asp Ser Ser Tyr Gla Leu Gin
215 220

u.l 154 - . --

32064
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g ctg gca gcg cct cag cca act tca

3:? A?S 2':13 Ala Pro 513 Pro Gly Thr Ser
225 230
gac cce gte t_ ttt €ag.acc ¢
gﬂ %gegff Asp_;:g 3‘:1 Ile Plle q‘lg Th Ga{g
gca a?c 10g gac tagtgagaat t¢ SEQ :lo NO: 38
Ala 6ly Trp ASEB .SEQ. ID NO: 39
X 2 .
, -
_ Fig. 158
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mIL21RFc reduces disease in spontaneous model of Inflammatory
bowel disease when admunistered therapeutically
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in situ mRNA expression of
IL21R In normal human
Intestine

Effects of IL-

21RFc Administered IP Three Times Per Week

in HLA-B27 Transgenic Rats

31
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Murine IL21R-Fc reduces clinical signs of IED in
HLAB27 rat model of autoimmunity

Mean Stool Score

-0~ Control Fc 8 mg/kg
—8—|L21R-Fc 6 mg/kg
—&—mu TNFR-Pc 8 mg/kg

Dosing MWF

Batuu



¥ Jo 6t

17 "9l

®

Soluble IL21R reduces clinical signs of IBD in
HLAB27 rat model of autoimmunity

Histological scoring of disease severity in rat IBD model

Group Ulceration Inflammation Lesion Depth Flbrosis
(0-2) (0-3) (0-3) 0-2

Total score
0-10

IgG 1.8 +0.45 26+037 193+060 133+ 0.34
6mgkg :

7.67 +162

6 mo/kg

TNFRFc 053+ 030 1004055 0404037 033+024

227+123

g mgkg

IL2{R-Fc 0.53+0.56 080+045" 047+ 045 0.20+0.30

2.00+170

"sig < vehicle (p < 0.05) ANOVA & Duncan's New Multiple Range Test
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Retroviral Transduction of Graft Rejecting T cells

JL-21Ro
100

i

>

A 60

&

(L] 40
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c'l'l'r'l'|‘l'l'lle—l'
0 5 10 15 20 26 30 38 40 45 50

Days past Adoptive Transfer

wes GFP  (n=10)
o= |L-21 (N=15)
o [L-21R-Fc (n=10)

B6 T ¢ells were mfected with

GFP, [L-210r [L-21R retmpvirus
3 X 10° sorted, infected cells
were iqyected into B6 nu/nu rmce
with existing BALB/c skin grafts
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Therapeutic treatment with IL21RF¢ reverses clinical
signs of psoriasis in CD45RBhi adoptive transfer model

9 doses of IL21RFc: halr I8
restored

I1BD#1 Psorlasls Scores
4 -
85 1t
£ 3 TR
‘L’ 25 - -:‘l,',': '
[} n l,l. [
g o) it Eteneila 4x10 5
= g CD4SRBNI cells nad
S 15: A’ Started mIL21¢ 4x10 5
8 1 i Traating CD45RBMI cells n=5
R ey
051
0 0o O r OO b debrbr—
T DPPNP RO
Days Post Transfer

Mice were dosed Ip with murine IL21RFc 200ug MWF

47 -

STuuy

172



oty

18 -

Figure 24
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AN'_I'AGONISMO DE LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE INTERLEUQUINA
21

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficlo de la Solicitud Provisional de los
EEUU con N° de Acta 60/599088, presentada el 5 de Agosto de 2004, y la
Solicitud Provisional de los EEUU con N° de Acta 60/639178, presentada el 23
de Diciembre de 2004, ambas incorporadas por completo en ld presente

documentacién a modo de referencia.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

. Campo de la invencién

[0002] La presente invencidn se relaciona con métodos y composiciones para
antagonizar, reducir y/o inhibir la actividad del receptor de Interleuquina-21 (IL-
21)/IL-21 (MU-1) usando antagonistas de receptores IL-21. Los métodos y las
composiciones descriptas en la presente documentacién son (tiles como
agentes inmunoterapéuticos.

Antecedentes técnicos relaclonados

[0003] La IL-21 humana es una citoquina que tiene homologia de secuencia
con IL-2, IL-4 e IL-15 (Parrish-Novak et al. (2000) Nature 408:57-63). A pesar
de la homologla de secuencia reducida entre las citoquinas tipo interleuquina,
las citoquinas comparten un plegamiento comin en una estructura de “haz de
cuatro hélices” que es representativa de la familia. La mayor parte de las
citoquinas se unen a receptores de cltoquina clase | o clase Il. Los receptores
de citoquina clase Il incluyen los receptores de IL-10 y los interferones,
mientras que los receptores de cltoquina clase | incluyen los recept9ms de IL-2
a -7, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13 e IL-15, asi como los factores de crecimiento
hematopoyético, 1a leptina y la hormona de crecimiento (Cosman (1983)
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Cytokine 5:95-108).

[0004] El receptor de Il.-21 humano (IL-21R) es un receptor de citoquina clase |
que se expresa en tejidos linfoides, en particuler en células NK, B y T (Parrish-
Novak et al. (2000) supra). Se describen las secuencias de nucledtidos Y
aminoécidos que codifican la Interleuquina 21 (IL-21) humana y su receptor (JL-
21R) en WO 00/53761; WO 01/85792; Parmish-Novak et al. (2000) supra; y
Ozakl et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:11438-44. |IL-21R tlene la
mayor homologla de secuencia con la cadena P del receptor de IL-2 y la
cadena a del receptor de IL-4 (Ozaki et al. (2000) supra). Al unirse el ligando,
IL-21R se asocia con la cadena gamma com(n del receptor de cifoquina (yc),
que es compartida por los receptores de IL-2, IL-3, IL4, IL-7, IL-8, IL-13 @ IL-15
(Ozaki et al. (2000) supra; Asao et al. (2001) J. Immunol. 167:1-5). La
distribucién linfolde dispersa de IL-21R sugiere que IL-21 puede participar en la
regulacién inmune. Més aln, los estudios in vito han demostrado que IL-21
modula significativamente la funcién de las céiulas B, las células T CD4* Yy
CDB8’, y las células NK (Parrish-Novak et al. (2000) supra; Kasaian et al. (2002)
Immunily. 16:558-69). Atin asl, la evidencla que apoya el efecto regulador de
IL-21 in vivo es limitada.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0005] Se describen métodos y composiciones para interferir con la actividad
y/o la interaccion entre la interleuquina-21 (IL-21) y un receptor de IL-21
(tar;\bién conocido en [a presents documentaclon como “IL-21R’ o "MU-17), por
ejemplo, usando antagonistas de IL-21 o IL-21R (tamblén conocidos en la
prasente documentacién como “antagonistas de IL-21/IL-21R", “antagonistas” o
“antagonistas de la via de IL-21/IL-21R").
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[0006] Por ejemplo, los solicitantes han demostrado que la reduccion de la
actividad de IL-21R usando un antagonista de IL-21, por ejemplo, una proteina
de fusién que incluye el dominio extracelular de IL-21R fusionado a una regién
de inmunoglobullna Fc, mejora los sintomas inflamatorios en varios modelos
animales diferentes, Gtlles para predecir razonablemente los trastomos
inflamatorios y/o autolnmunes, tales como la enfermedad Intestinal Inflamatoria
(IBD), la artritis reumatoide (RA), el rechazo de transplantes/Injertos, la
enfermedad del injerto versus el huésped, el asma, el lupus eritematoso
sistémico (SLE) (Incluyendo una forma de glomerulonefritis), y la psoriasis
(Ejemplos 7-14). La expresién del ARNm de IL-21R es regulada positivamente
en las patas de ratones con artritis inducida por colageno (CIA) (Ejemplo 8).
Ademés, un ratén con deficlencia de IL-21R presenit una reduccién de los
sintomas en un modelo de asma (Ejlemplo 12). Por consiguiente, pueden
usarse antagonistas de la actividad de IL-21/IL-21R para Inducir la supresién
inmune in vivo, por ejemplo, para tratar o prevenir {rastomos inflamatorios o
auteinmunes. Estos antagonistas también pueden usarse para trata.r O prevenir
un trastomo inmune asociado a células, por ejemplo, un trastomo asoclado con
la actividad aberrante de una o més células T maduras (por ejemplo, células T
CD8+ o CD4+ maduras), células NK maduras, células B, macréfagos y
megacariocitos. )

[0007] Por consigulente, en un aspecto, la invencién proporciona un método
para tratar (por ejemplo, curar, suprimir, demorar), mejorar (por ejemplo,
disminuir, aliviar, reducir, aminorar) y/o prevenir (por ejemplo, prevenir el inlcio,
prevenir la ocumencia o el relapso) de un trastomo inflamatorio o autoinmune

en un sujeto. El método Incluye: administrar al sujeto un antagonista de IL-
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21/IL-21R, por ejemplo, en una cantidad suficiente para tratar, mejorar o
prevenir el trastomo, o en una cantidad suficiente para inhibir o reducir la
actividad de las células inmunes y/o la cantidad de dichas células.

[0008] El antagonista de IL-21/L-21R puede administrarse al sujeto solo o en
combinaciones de antagonistas de IL-21/IL-21R, 0 en combinacidon con otras
modalidades terapéuticas, como se describe en la presente documentacion.
Preferiblements, el suleto es un mamifero, por ejemplo, un ser humano, que
sufre o esta en riesgo de contraer un trastomo inflamatorio o autoinmune. Por
ejemplo, puede usarse el método para.tratar o prevenir un trastomo
Inflamatorio o autoinmune en un sujeto. Los ejemplos de estos trastomos
incli:yen. sin limitaciones, el rechazo de transplantea/injertos; la dlabetes
mellitus (por ejemplo, de tipo I); la esclerosis miiltiple; un trastomo artritico (por
sjemplo, artritis reumatoide (RA), la artritis reumatolde Juvenil, la osteoartritl, la
artritis psoriatica, o la espondilitis anquilosante (preferiblements la RA)); la
miastenia gravis; la vasculitis; el lupus eritematoso sistdmico (SLE); la
glomerulonefritis; la tiroiditis autoinmune; un trastomo inflamatorio cutdneo {por
ejemplo, la dermmatitls (incluyendo la dermmatitis atdpica y la dermatitis
eccematosa), el escleroderma, o la psoriasis); el lupus eritematoso; una fibrosis
oun ﬁastomo fibrético (por ejemplo, 1a fibrosis puimonar o la fibrosis hepética);
un trastomo respiratorio (por ejemplo, el asma o la COPD); un trastomo atdpico
(por ejemplo, incluyendo la alergia); o un trastorno inflamatorio intestinal (por
ejernplo, una IBD, por ejemplo, la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerativa).
[0009] Se prefiere el tratamiento de un trastomo seleccionado entre el lupus
eritematoso, un trastomo inflamatorio cutdneo (por ejemplo, la psoriasis), un
trastomo inflamatorio intestinal (por ejemplo, la 1BD, la enfermedad de Crohn,
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la colitis ulcerativa), el rechazo de transplantes/injerios, el asma, un trastomo
atépico, o la artritis reumatoide, usando los antagonistas de IL-21 o IL-21R de
la presents invencién,

[0010] En una realizacién, el antagonista de IL-21/IL-21R InteractGa, por
ejemplo, se une a un IL-21 o un [L-21R, preferiblemente de mamifero, por
ejemplo, un IL-2¢ o un IL-21R humano {conockdlo en la presents
documentacion como “antagonista de IL-21" y “antagonista de IL-21R",
respectivamente), y reduce o Inhibe una c mas actividades de IL-21 y/o IL-21R.
Los antagonistas preferidos se unen a IL-21 o IL-21R con gran afinidad, por
ejemplo, con una afinidad constante de al menos aproximadamente 107 M,
preferiblemente aproximadamente 10® .M', y mas preferiblemente
aproximadamente entre 10° M y 10" M™ o mayor.

[0011] Por ajemplo, un antagonista de IL.-21/IL.-21R puede reducir y/o inhiblir la
actividad de IL-21R neutralizando IL-21. En una realizacién, el antagonista
puede ser una protelna de fusién que incluye un fragmento de un IL-21R
fusionado a un fragmento que no pertenece a IL-21R, por eJemplo, una regién
de i'nmunoglobulina Fc. En otras realizaciones, el antagonista es un anticuerpo
anti-IL-21R o anti-IL-21, o un fragmento de unién a antigeno de este, una
forma soluble del receptor IL-21, un péptido o una pequefia molécula
inhibidora.

[0012] En una realizacién, el antagonista de IL-21/IL-21R es un anticuerpo anti-
iL-21R o anti-IL-21, o un fragmento de unién a antigeno de este; por ejemplo,
el anticuerpo aes un anticuerpo monocional o con una (nica especificidad que
se une a un IL-21, por ejemplo, un iL-21, o un receptor de {L.-24 humano, por

ejémplo, un polipéptido de un receptor de IL-21 humano, o una porcién de

O
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unién a antigeno de éste (por ejemplo, Fab, F(ab')s, Fv 0 un fragmento Fv de
cadena simple). Preferblemente, el anticuerpo es un anticuerpo humano,
hur;ianizado, quimérico o generado in vitro de un IL-21 humano o un
polipéptido de un receptor de IL-21 humano. Preferiblemente, e! anticuerpo es
un anticuerpo neutralizador.

[0013] En ofras reallzaclones, el antagonista de IL-21/IL-21R incluye la
totalidad o un fragmento de un polipéptido de IL-21, por ejemplo, un dominio
inhibidor de la unién al receptor de IL-21 de un polipéptido de IL-21, por
aejemplo, un polipéptido de IL-21 humano (por ejemplo, un polipéptido de IL-21
humano como se describe en la presente documentacidn que tiene una
sacuencla de aminoacidos indicada en SEQ ID N° 18), o una secuencia al
menos 85%, 90%, 85%, 08% o mas Iidéntica a ella; o codificado por una
secuencia de nucle6tidos corespondiente indicada en SEQ ID N° 18, o una
secuencla al menos 85%, 90%, 95%, 98% o més Idéntica a ella. Como
alternativa, el antagonista incluye la totalidad (por ejemplo, aproximadamente

entre los aminoécidos 1-538 o 20-538 de SEQ ID N° 2; o aproximadamente

entre los aminoéacidos 1-528 o 20-529 de SEQ ID N° 10), o un fragmento de un
polipéptido de un receptor de IL-21, por ejemplo, un dominio de unién a IL-21
de un polipéptido de un receptor de IL-21, por ejemplo, un fragmento soluble
de un IL-21R (por ejemplo, un fragmento de un IL-21R que comprende el
dominio extracelular de un IL-21R murino o humano; por ejemplo,
aproximadamente entre los aminoacidos 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 de SEQ
ID N° 2 (humano), o aproximadamente entre los aminoécidos 1-236, 20-236 de
SEQ ID N° 10 (murino), o codificado por los nucleétidos correspondientes de
SEQ ID N° 1 0 9, o una secuencia al menos 85%, 80%, 95%. 68% O mas
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idéntica a ella.

[0014] En una realizacién, el antagonista es una proteina de \;usloﬂ que
comprende los pollpéptidos de 1L-21 0 el receptor de IL-21 mencionados, 0
fragmentos de éstos, por ejemplo, fusionados a una segunda porcién, por
elemplo, un polipéptido {por ejemplo, una cadena de inmunoglobulina, una
secuencia de un polipéptido GST, Lex-A o MBP). En una realizacién preferida,
la proteina de fusién incluye al menos un fragmento de un polipéptido IL-21R
capaz de unirse a IL-21, por ejemplo, un fragmento soluble de un’IL-21R (por
ejemplo, un fragmento de un IL-21R que comprande el dominio extracelular de
IL-21R murino o humano, por ejemplo, aproximadamente entre Ios
aminoacidos 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 de SEQ ID N° 2 (humano), o
aproximadamente entre los aminoécidos 1-238, 20-2368 de SEQ [D N° 10
(murino), o codificado por los nucledtidos comespondientes de SEQ ID N° 1 o
8, o una secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 88% o mds idéntica a ella), por
ejemplo, fusionado a una segunda porcién, por ejempio, un polipéptido (por
ejemplo, una cadena de inmunoglobulina, un fragmento Fc, la regién constante
de la cadena pesada de varlos isotipos, Incluyendo IgG1, 1gG2, i1gG3, I1gG4,
IgM, IgA1, IgA2, IgD a IgE). Por ejempilo, la proteina de fusién puede Incluir el
dominio extracelular de IL-21R humano, por ejemplo, aproximadamente entre
los amino4cidos 1-235, 1-238, 20-235, 20-236 de SEQ ID N° 2, por elemplo,
fusionado a una cadena de Inmunoglobulina Fc humana (por ejemplo, IgG
humana, por ejemplo, igG1 humana, porrejemplo, una IgG1 humana de
ocurrencia natural 0 una forma mutada de i(gG1 humana). En una realizacién,
la secuencla Fc humana ha sldo mutada en uno o més amino#cidos, por

ejemplo, mutada en los residuos 254 y 257 de SEQ ID N° 28 a partir de la

70T
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secuencia de ocurrencia natural, para reducir la unién al receptor Fc. En otras
realizaciones, la proteina de fusién puede Incluir el dominio extracelular de un
IL-21R murino, por ejemplo, aproximadamenta entre los aminoécidos 1-238,
20-235 de SEQ ID N° 10 (murino), por ejemplo, fusionado a una cadena de
inmunoglobulina Fc murina (por ejemplo, IgG murina, por ejemplo, IgG2a
murina o una forma mutada de IgG2a murina‘).

[0015] Las protelnas de fusidn también pueden Inclulr una secuencla conectora
que une la primera porcidn, por ejemplo, un fragmento IL-21R, con la segunda
porcién, por ejemplo, el fragmento de Inmunoglobulina. En ofras reallzaciones,
pueden agraegarse secuenclas de aminodcidos adicionales al axtremo N o C de
la proteina de fusion para faclitar la expresion, la flexibilidad eetérica, la
deteccion y/o el alslgmlento o la purificacion.

[0016) Se detallan ejemplos de proteinas antagonistas de fusién que pueden
usarse en los métodos de la invenciéon en las FIGS. 7-15. En una m'allzadbn, la
proteina de fusion incluye una secuencia de aminoécidos selecclonada, por
ejemplo, entre SEQ ID N® 23, SEQ 1D N° 25, SEQ ID N° 27, SEQ ID N° 29,
SEQ ID N° 31, SEQ ID N° 33, SEQ ID N° 35, SEQ ID N° 37 o SEQ ID N° 39, 0
una secuencia al menos 85%, 90%, 85%, 98% o més idéntica a ella. En otras
reslizaclones, la protaina de fusién Incluye una secuencia de aminoécidos
codificada por una secuencia de nucleétidos selecclonada, por ejemplo, entre
SEQ ID N° 22, SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 26, SEQ ID N° 28, SEQ ID N° 30,
SEQ ID N° 32, SEQ ID N° 34, SEQ ID N° 36 o SEQ ID N° 38, o una secuencia
al menos 85%, 90%, 95%, 98% o méas kdéntica a ella. Las proteinas de fusi6n
preferidas tienen la secuencia de amino4cidos indicada como SEQ ID N° 25 o
SEC_) ID N° 28 (FIGS. 8A-8C y 10A-10C, respectivaments), o una éecuencia al
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menos 85%, 90%, 95%, 88% o méas Idéntica a ella. En otras reslizaciones, la
proteina de fusién incluye una secuencla de aminoécidos codificada por una
secuencia de nucleétidos seleccionada, por ejemplo, entre SEQ ID N° 24 o
SEQ ID N° 28 (FIGS. 8A-8C y 10A-10C, respectivamente), o una secuencia al
menos 85%, 90%, 95%, 98% o mas Idéntica a ella. Mas preferiblements, la
proteina de fusién tiens la secuencia de aminoécidos indicada en SEQ 1D N°
29, o tlene una secuencia de aminoécldos codificada por una secuencia de
nucledtidos indicada en SEQ ID Ne° 28 (FIG. 10A-10C). ]

{0017] El antagonista de IL-21/lL-21R que se describe en la presente
documentacién, por ejemplo, la proteina de fusién descripta en la presente
documentacién, puede derivatizarse o unirse a otra molécula funcional, por
ejemplo, otro péptido u otra proteina (por ejemplo, un fragmento Fab'). Por
ejemplo, la proteina de fusién o un anticuerpo, o una porcién de unién a
antigenos, puede unirse en forma funcional (por ejemplo, por unién quimica,
fusion genética, asoclacién no covalente u otros medios) con una o més
entidades moleculares adicionales, tales como un anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo blespecifico o multiespecifico), toxinas, radiolsétopos, agentes
citotdxicos o citostaticos, entre otros.

[0018] En una realizacién, el antagonista de IL-21/IL-21R que se describe en Ia
presente documentacién, por elemplo, las composiciones farmacéuticas de
éste, se administra en una terapia de combinacién, es declr, combinado con
otros agentes, por ejemplo, agentes terapéuticos Utiles para tratar trastomos
inflamatorios o autoinmunes, por elemplo, un trastomo seleccionado entre uno
o méas de los siguientes: un trastomo artrtico (incluyendo la RA, la artritie
reumatoide juvenil, la osteoartritis, la artritis psoridtica o la e'spondllltis
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anquilosante); la SLE; la glomerulonefritis; un trastomo inflamatorio cutaneo
(por elemplo, psoriasis); un trastomo respiratorio (por ejemplo, asma, COPD);
un trastomo atépico; un trastomo fibrético (por ejemplo, fibrosis pulmonar o
fibrosls hepética); un trastomo inflamatorio intestinal {(por ejemplo, una IBD, por
alemplo, la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerativa); o el .rechazo de
trar;splanteslln]erlos. Por ejemplo, la terapla de combinacién puede incluir uno
o més antagonistas de IL-21/I1L-21R, por ejemplo, un anticuerpo antl-IL-21 o
antl-IL-21R, o una porcién de unién a antigeno de éste; una proteina de fusidn
IL-21R; una receptor IL.-21R soluble; un inhibidor peptidico o una pequefia
molécula inhibidora, coformulados con él, y/o coadministrados con éi, uno o
més agentes terapéuticos adicionales, por ejemplo, uno o més inhibldores de
citoquinas y factores de crecimiento, iﬁmunosupresores. agentes anti-
inflamatorios, inhibidores metabdélicas, inhibldores enziméticos y/o agentes
citotdxicos o citostéticos, como se describe en la prasente documentacién.

[0019] Los ejemplos de agentes terapéuticos adicionales preferidos que
pueden coadministrarse y/o coformularse con uno o mas antagonistas de IL-
21/IL.-21R incluyen, sin limitaciones, uno o mas de los siguientes: antagonistas
de TNF (por ejemplo, anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o
generados in vitro, o fragmentos de unién a antigeno de éstos, que se unen a
TNF; fragmentos solubles de un receptor de TNF, por ejemplo, el receptor de
TNF p55 o p75 humano o derivados de éste, por ejemplo, 75 kdTNFR-IgG
(proteina de fusidn de 75 kDa del receptor de TNF e IgG, ENBREL ™), proteina
de fusién del receptor de TNF p55 kDa e IgG; antagonistas enziméticos de
TNF, por ejemplo, Inhibidores de la enzima convertidora de TNFa (TACE)):
antagonistas de IL-6, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-22; agentes debilltantes de
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células T y B (por ejemplo, anticuerpos anti-CD4 o antl-CD22); pequefias
moléculas inhlbidoras, por ejemplo, metotrexato y leflunomida; sirolimus
(rapamicina) y anélogos de éstas, por ejemplo, CCI-779; Cox-2 e Inhlbidores
de cPLA2; NSAID; inhlbldores de p38, TPL-2, Mk-2 e inhibidores de NFPb;
RAGE o RAGE soluble; P-selectina o inhibidores de PSGL-1 (por ejsmplo,
pequefias moléculas inhibidoras, anticuerbos contra éstas, por ejemplo,
anticuerpos contra P-selectina), agonistas del receptor de estrdgeno beta
(ERB) o antagonistas de ERB-NFxb. Los agentes terapéuticos adicionales més
preferidos que pueden coadministrarse y/o coformularse con uno o més
antagonistas de IL-21/IL-21R Incluyen uno o més de los siguientes: un
fragmento soluble de un receptor de TNF, por ejemplo, un receptor de TNF
humano p55 o p75, o derivados de éste, por ejemplo, 75 kdTNFR-IgG (proteina
de fusién de 75 kDa del receptor de TNF e IgG, ENBREL™); metotrexato,
leflunomida © un sirolimus (rapamicina) o un anélogo de ésta, por ejemplo,
CCI-779,

[0020] En ofro aspecto, se proporciona un método para reducir la actividad de
una célula inmune (por ejemplo, la actividad de una o més de las siguientes:
una célula T madura (CD8" madura, CD4", célula T de nodo linfatico, célula T
de memoria), una célula NK madura, una célula B, una célula presentadora de
antigenos (APC), por ejemplo, una célula dendritica, un macréfago, un
megacarioclto o una poblacién de células, por ejemplo, una poblacién de
células Inmunes mixtas o sustancialmente purificadas. El método Incluye poner
en ¢ontacto la célula inmune con un antagonista de IL-21/1L-21R, por ejemplo,
un antagonista como se describe en la presente documantaclén, en una

cantidad suficiente para disminuir la actividad de la célula Inmune.
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[0021] En otro aspecto, la invencién proporciona una proteina de fusién que
incluye al menos un fragmento de un polipéptido 1.-21R, que es capaz de
unirse a un polipéptido de IL-21, por ejemplo, un fragmento soluble de un IL-
21R (por ejemplo, un fragmente de un IL-21R que comprende el dominio
extracelular de IL-21R murino 0 humano; por ejemplo, aproximadamente entre
los -aminoacidos 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 de SEQ ID N° 2 ('humano). 0
aproximadamente entra los aminodcidos 1-236, 20-236 de SEQ ID N° 10
(murino), o codlificado por los nucleétidos correspondientes de SEQ ID N®° 1 o
SEQ ID N° 9, o una sacuencia al menos 85%, 90%, 85%, 88% o més idéntica a
ella), por ejemplo, fusionada a una segunda porcién, por ejemplo, un
polipéptido (por ejemplo, una cadena de inmunogiobulina, un fragmento Fc,
una regién constante de cadenas pesadas de varos isotipos, incluyendo IgG1,
IgG2, IgG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD, y IgE). Por ejemplo, la proteina de
fusién puede Incluir el dominio extracelular del IL-21R humano, por ejempilo,
aproximadaments entre los aminoacidos 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 de SEQ
ID N° 2, por ejemplo, fusionado a una cadena de Inmunoglobulina Fc humana
(por ejemplo, IgG humana, por ejemplo, IgG1 humana o una forma mutada de
la IgG1 humana). En una realizacién, se ha mutado la secuencia Fc humana
en uno o mas aminoécidos, por ejemplo, se la ha mutado an los residuos 254 y
257 de SEQ 1D N° 28, respecto de la secuencia tipo salvaje, para reducir la
unién al receptor Fe. En otras realizaciones, la protelna de fusién puede incluir
el dominio extracelular del IL-21R murino, por ejemplo, aproxlmadam'ento entre
los aminoacidos 1-236, 20-236 de SEQ ID N° 10 {murino), por ejemplo,
fusionado a una cadena de inmunoglobulina Fc murina (por ejemplo, IgG

murina, por ejemplo, i{gG2a murina o una forma mutada de la igG2a murina).
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Las. proteinas de fusion pueden incluir adicionaimente una secuencia
conectora que una el fragmento IL-21R con la segunda porcidén. En otras
reallzaciones, pueden agregarse secuencias de aminoacidos adicionales a los
extremos N o C de la proteina de fusion para facilitar la exprasion, la deteccién
ylo el gislamiento o la purificacion.

[0022] La invencién también proporciona secuencias de &cidos nuclelcos que
codifican las proteinas de fuslon descriptas en la presente documentacién.
[0023] En otro aspecto, la invencién proporciona células huésped y vectores
que contienen los acldos nucleicos de la Invencion. Preferiblemente, la célula
huésped es una céiula eucariota, por ejemplo, una céiula de mamifero, una
célula de insecto, o una célula de levadura, o una célula procariota, por
ejemplo, E. coli. Por ejemplo, la célula de mamifero puede ser una célula
cultivada o una linea celular. Los ejemplos de células de mamiferos incluyen
las lineas de células linfociticas (por ejemplo, NSO), las célulaas de ovario de
hamster chino (CHO), las células COS, las células de oocitos y las células de
un animal transgénico, por ejemplo, células epiteliales mamarias. Por ejemplo,
los acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusion descriptas en la
presente documentacién pueden expresarse en un animal transgénico. En una
realizacion, se colocan los 4acidos nucleicos bajo el control de un promotor con
especificidad tisular (por ejemplo, un promotor con espacificidad mamaria) y el
anticuerpo se produce en un animal transgénico. Por ejemplo, la proteina de
fusién se secreta en la leche del animal transgénico, tal como una vaca, un
cerdo, un caballo, una oveja, una cabra o un rcedor transgénico. .

[0024] En otro aspecto, la invenciébn provee un proceso para producir una

prateina de fusién, por ejemplo, una proteina de fusidn como se describe en la
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presente documentaclén. El proceso comprende: (a) desarrollar un cultivo de la
célula huésped de la prasente invencién en un medio de cultivo apropiado y (b)
purificar la proteina de fusién a partir del cultivo. También se proporcionan las
proteinas producidas de acuerdo con estos métodos.

[0025] En otro aspecto, la Invencién provee composiciones, por ejemplo,
composiciones farmacéuticas, que incluyen un vehiculo aceptable_para el uso
farmacéutico y al menos uno de los antagonistas de IL-21/IL-21R que se
describen en la presenta documentacién (por elempilo, una proteina de fusién
descripta en la presente documentacién). En una realizacién, las
composiciones, por ejemplo, las composiciones farmacéuticas, comprenden
una combinacién de dos o més antagonisitas de IL-21/1L-21R. Las
combinaciones de los antagonistas de [L-21/IL-21R y una droga, por ajemplo,
un agente terapéutico (por ejemplo, una o més citoquinas e inhibidores de
factores de crecimiento, inmunosupresores, agentes antiinflamatorios,
inhibidores metabdlicos, inhibidores enzimaticos, y/o agentes citotxicos o
citostaticos, como se describe en la presente documentacién) o un antigeno,
por ejemplo, un péptido antigénico y/o una célula presentadora de antigenos,
también estan dentro del alcance de la invencién. .

[0026] En una realizacién, la composicién farmacéutica incluye un antagonista
de IL-21/IL-21R y al menos un agente terapéutico adicional en un vehiculo
aceptable para el uso farmacéutico. Los ejemplos de agentes terapéuticos
adicionales preferidos que pueden coformularse en una compoasicién, por
ejemplo, una composicién farmacéutica, con uno o més antagonistas de IL-
21/IL-21R, Incluyen, sin limitaciones, uno 0 més de los siguientes: antagonistas

de TNF (por ejemplo, anticuerpos quiméricos, humanizados,” humanos o
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generados in vitro, o fragmentos de unién a antigeno de éstos, que se unen a
TNF; fragmentos solubles de un receptor de TNF, por eJemplo, el receptor de
TNF p55 o p75 humano o derivados de éste, por ejemplo, 75 I.wlTNFR-IgG
(protelna de fusién de 75 kDa del receptor de TNF e IgG, ENBREL™), proteina
de fusidn del receptor de TNF p55 kDa e igG; antagonistas enzimaticos de
TNF, por ejemplo, Inhibidores de la enzima convertidora de TNFa (TACE));
antagonistas de 1L-6, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-22; agentes dabi_litantes de
células T y B (por elemplo, anticuerpos anti-CD4 o anti-CD22); pequefias
moléculas Inhibidoras, por ejemplo, metotrexato y leflunomida; slrolimus
(rapamicina) y anélogos de éstas, por eljemplo, CCI-779; Cox-2 e Inhibidores
de cPLA2; NSAID; inhibidores de p38, TPL-2, Mk-2 e inhibldores de NFPb;
RAGE o RAGE soluble; P-selectina o inhibildores de PSGL-1 (por ejemplo,
pequefias moléculas inhibidoras, anticuerpos contra éstas, por ejemplo,
anticuerpos contra P-gelectina); agonistas. del receptor de estrbgeno beta
(ERB) o antagonistas de ERB-NFxb. Los age;ntes terapéuticos adicionales més
preferidos que pueden coadminisirarse y/o coformularse con uno o més
antagonistas de [L-21/IL-21R Iincluyen uno o més de los siguientes: un
fragmento soluble de un receptor de TNF, por ejemplo, un receptor de TNF
humano p55 o p75, o derivados de éste, por ejemplo, 75 deNFR-IgG (protelna
de fusién de 75 kDa del receptor de TNF e igG, ENBREL™); metotrexato,
leflunomida o un sirolimus (rapamicina) o un andlogo de ésta, por ejemplo,
CCI-779.

[0027] En ofro aspecto, la Invencién proporciona un método para tratar,
mejorar o pravenir un trastomo atdpico en un sujsto, por ejemplo, un mamifero,

por ejemplo, un ser humano. El método Incluye administrar al sujeto un
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antagonista de IL-21/IL-21R, por ejemplo, en una cantidad suficients para
tratar, mejorar o prevenir el trastomno, o en una cantidad suficiente para inhlbir
o reducir la actividad de las células inmunes y/o la cantidad de dichas células.
En una realizacién, el trastomo atdpico es asma alérgico. En otra realizacion, el
trastomo atépico es dermatitis atdpica, urticaria, eccema, rinitis alérgica o
enterogastritis alérgica. En una realizacién, el antagonista de IL-21/1L-21R
puede administrarse en combinaclén con otro agente terapéutico, por elemplo,
un Inhibidor de citoquina, un Inmunosupresor, un agente antiinflamatorio, un
inhibidor enzimético, un antagonista de leucotrieno, un broncodilatador, un
agonista del adrenoceptor beta 2, un antimuscarinico o un estabilizador de ios
mastocitos. Los ejemplos de agentes terapéuticos preferidos que pueden
administrarse en combinacién con un antagonista de IL-21/IL-21R para tratar,
mejorar 0 prevenir un trastomo atdplco incluyen, por ejemplo, antagonistas de
TNF, antagonistas de IL-6, antagonistas de IL-12, antagonistas de IL-15,
antagonistas de IL-17, antagonistas de IL-18, antagonistas de IL-22, agentes
debilitantes de células T, agentes debilitantes de células B, metotrexato,
leflunomida, sirolimus (rapamicina) o anélogos de éstos, Inhibldores de Cox-2,
inhibidores de cPLA2, NSAID e Inhibidores de p38.

[0028] En otro aspacto, la invenclén proporciona un método para tratar,
mejorar 0 prevenir un trastomo autoinmune en un sujeto. El método incluye:
administrar al sujeto un antagonistd de IL-21/IL.-21R, por elemplo, en una
canfidad suficiente para tratar, mejorar o prevenir el trastomo.' 0 en una
cantidad suficiente para inhibir o reducir la actividad de las células Inmunes y/o
la cantidad de dichas células. En una realizaclén, el trastomno autoinmune es

lupus, por ejemplo, SLE. En una realizacién, el antagonista de IL-21/IL-21R
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puede administrarse en combinacién con otro agente terapéutico, por ejemplo,
un inhibidor de citoquina, un inhibidor de factores de crecimlento, un
inmunosupresor, un agente antiinflamatorfo, un Iinhibidor metabélico, un
inhibidor enzimético, un agente citotdxico o un agente citostatico. Los ejemplos
de agentes terapduticos preferidos que pueden administrarse en combinacién
con un antagonista de IL-21/IL-21R para tratar, mejorar o pravenir un trastomo
autoinmune incluyen, por ejemplo, antagonistas de TNF, antagonistas de IL-6,
antagonistas de IL-12, antagonistas de IL-15, antagonistas de IL-17,
antagonistas de IL-18, antagonistas de |L-22, agentes debliitantes de células T,
agentes debilitantes de células B, cloroquina, hidroxicloroquina, metotrexato,
leflunomida, sirolimus (rapamicina) o anélogos de éstos, inhibidores de Cox-2,
inhibidores de cPLA2, NSAID e inhibldores de p38.

[0029] En otro aspecto, la invencién proporclona un método para tratar,
mejorar o prevenir un trastomo fibrético en un sujeto. El método Incluye:
administrar al sujeto un antagonista de IL-21/IL-21R, por ejemplo, en una
cantidad suficiente para tratar, mejorar o prevenir el trastomo, o en una
cantidad suficiente para Inhibir o reducir la actividad de las células Inmunes y/o
la cantidad de dichas células. Por ejemplo, el sujeto puede padaca_r o estar en
riesgo de contraer fibrosis en un érgano intemo (por ejemplo, flbrosis hepética,
fibrosis renal o fibrosis pulmonar), un trastorno fibrético démmico o una
condiclén flbrética ocular.

[0030] En otro aspecto, la invencion proporciona un método para transplantar o
injertar 6rganos, tejidos o células a un suleto. El método incluye administrar al
sujeto un antagonista de IL-21/IL-21R, por ejemplo, antes, durante o después
del transplante o el Injerto. Los 6rganos y tejidos transplantados/injertados
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pueden incluir, sin limitaciones, por ejemplo, coraz6n, rifidn, higado, pulmén,
pancreas, médula dsea, cartllago, cémea, tejldo neuronal y células de éste. En
una realizacién, el antagonista de IL-21/IL-21R se administra en combinacion
con otro agents terapéutico, por ejemplo, un inhibidor de citoquina, “'un Inhibidor
de factores de crecimiento, un inmunosupresor, un agente antiinflamatorio, un
inhibidor metabéiico, un Inhibidor enzZimético, un agente citotdxico y un agente
citostatico. Los ejemplos de agentes terapéuticos preferidos que pueden
administrarse en combinacién con ios antagonistas de IL.-21/IL-21R Incluyen,
por ejemplo, rapamicina, ciclosporing, anticuerpos anti-CTLA-4, anticuerpos
antl-CD40, anticuerpos anti-CD40L y anticuerpos antl-CD154.

[0031) En otro aspecio, |a invencién proporciona un método para evaluar y
tratar los sintomas del rechazo de transplantes/injertos, o un trastomo asociado
con el rechazo de transplantes/injertos, por ejemplo, la fibrosis o la enfermedad
del injerto versus el huésped (GVHD), en un receptor de transplantes/injertos.
El método incluye identificar un sujeto con sintomas de rechazo de
tmrisplanteslinjertos y administrar un antagonista de 1L-21AL-21R, por ejemplo,
en una cantidad suficlente para tratar o mejorar los sintomas del rechazo de
transplantes. Los sintomas del rechazo de transplantes/injerios Incluyen, por
ejemplo, Inflamacién, funclén reducida de los drganos, biopsia anomal y
fibrosis. En otra realizaclon, la Invencion provee un método para prevenir (por
ejemplo, reducir el fesgo) el rechazo de transplantes/injertos, o un trastomno
asocia_do con el rechazo de transplantes/injertos, que comprende administrar
un antagonista de IL-21/IL-21R.

[0032] En otro aspecto, la Invencién proporciona métodos para tratar, mejorar
o prevenir el rechazo de transplantes/injertos, o un trastomo asociado con el
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rechazo de transplantes/injertos, en un sujeto. £l método comprende
administrar al sujeto un antagonista de IL-21/IL-21R en una cantidad suficiente
para tratar, mejorar o prevenir (por ejemplo, reducir el riesgo) el rechazo, o en
una cantidad suficiente para inhibir o raducir la actividad de las células inmunes
y/o la cantidad de 'dichas células. Los 6rganos o los tejidos transplantados
pueden Incluir, por ejemplo, corazdn, rifidn, higado, pulmén, phncreas y
médula 6sea. En una realizaclén, el antagonista de IL-21/IL-21R puede
administrarse en combinacién con otro agente terapéutico, por ejemplo, un
Inhibidor de citoquina, un inhibidor de factores de crecimiento, un
inmunosupresor, un agente antlinflamatorio, un Inhibldor metabdlico, un
inhibidor enzimatico, un agente citotéxico o un agente citostatico. Los ejemplos
de agentes terapéuticos preferidos que pueden administrarse en combinacion
con- los antagonistas de IL-21/IL-21R para tratar, mejorar o prevenir el rechazo
de transplantes/Injertos Incluyen, por ejemplo, rapamicina, ciclosporina,
anticuerpos anti-CTILA-4, anticuerpos anti-CD40, anticuerpos anti-CD40L y
anticuerpos anti-CD154.

[0033) Los sigulentes conjuntos de términos se usan indistintamente en la
presente documentacion: ‘MU-1" e °“IL-21R", y péptidos, polipéptidos y
proteinas.

{0034] A menos que se indique lo contrarlo, todos los términos técnicos y
cientificos usados en la prasente documentacién tienen el mismo significado
que le dan aquellos entrenados en la técnica a los que concleme esta
invencién. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o
equivalentes a aquellos descriptos en la presente documentacién en Ia préctica

o la evaluacion de la invencién, més adelante se describen métodos y
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materiales apropiados. Todas las publicaciones, las solicitudes de patentes, las
patentes y otras referencias mencionadas en la presente documentaciéon se
incorporan por completoc a modo de referencia. En caso de oc;nﬂicto. 8o
controlard la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones.
Ademas, los materiales, los métodos y los ejemplos son solamente ilustrativos
y no pretenden limitar la invenclién.
{0035] Otras caracteristicas y ventajas de la invencién serdn avidentes a partir
de la siguiente descripcién detallada y las reivindicaciones.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
1001;61 En la FIG. 1 se llustra la sacuencia de ADNc completa de IL-21R/MU-1
murino. La secuencia de nucleétidos corresponde a los nucledtidos 1-2628 de
SEQ ID N° 8.
[0037] En las FIGS. 2A-2B se ilustra la secuencia de aminoécidos de IL-
21R/MU-1 murino y humano. En la FIG. 2A se ilustra la seciuencia de
aminoécidos de IL-21R/MU-1 murino {(que corresponde a los aminodcidos 1-
520 de SEQ ID N° 10). Hay una secuencia directriz predicha en los
aminoécidos 1-18 (predicha por SPScan) con una puntuacién de 10,1 (en
negrita). Hay un dominio transmembrana predicho en los aminoacidos 237-253
de SEQ ID N° 10 (subrayado). Los motivos de sefializacién predichos Incluysn
las sigulentes reglones: Box 1: aminoacidos 285-274 y Box 2: aminodcidos
310-324 (en negrita y subrayado); hay sels tirosinas en los aminoécidos en las
pasiciones 281, 319, 361, 368, 387 y 510, de SEQ ID N° 10. El motivo
WSXWS (SEQ ID N° 8) esta locallzado entre el residuo de aminodcido 214 y el
residuo de aminoacido 218 (grande, en negrita). Los sitlos de anclaje STAT
potenciales incluyen los amino4cidos 383-398 y los aminoacidos 510-513 de
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SEQ ID N° 10. En la FIG. 2B sa ilustra la secuencia de aminoécidos de MU-1
humano (que corresponde a SEQ ID N° 2). Se Indica la localizacién de la
secuencia sefial predicha (aproximadamente los aminoécidos 1-19 de SEQ ID
N° 2); el motivo WSXWS (aproximadamente los aminoécidos 213-217 de SEQ
ID N° 2); y el dominlo transmembrana (aproximadaments los aminoécidos 236-
252, 236-253, 236-254 de SEQ (D N° 2 (subrayado)). También se Indican los
sitios de unién JAK potenciales, los motivos de sefializacion y los sitios de
anclaje STAT. La localizacién aproximada de estos sitios esta recuadrada.
[0038] En la FIG. 3 se ilustra la comparacién GAP de secuencias de ADNc de
MU-1 humano y murino (que corresponden a los acldos nucleicos 1-2665 de
SEQ ID N° 1 y los &cidos nucleicos 1-2628 de SEQ ID N° 9, respectivaments).
HuMU-1 = MU-1 humano, murMU-1 = MU-1 murino. ParAmetros de
alineamlento GAP: Ponderacion de falta de coincldencia = 50, Coincldencia
promedia = 10,000, Ponderacién de longitud = 3, Falta de coincidencia
promedio = 0,000, Porcentaje de identidad = 66,118.

[0039] En la FIG. 4 se Hustra una comparacién GAP de la protelna MU-1
humana (que corresponde a loe aminoacidos de SEQ ID N° 2) y-la proteina
MU:1 murina (que corresponde a los aminoécidos de SEQ ID N° 10). El
alineamiento se generd empleando la matriz de sustitucion de aminoacidos
BLOSUMB2 (Henikoff y Henlkoff (1892) Proc. Natl. Acad. Scl. U.S.A. 89:10915-
19). Parametros de alineamiento GAP = Ponderacion de falta de coincidencia:
8, Coincidencia promedio = 2,912, Ponderacién de longitud = 2, Falta de
colncidencia promedio = -2,003; Porcentaje de identidad = 65,267,

[0040] En la FIG. 5 se ilustra una allneamiento de maitiples secuencias de los
aminoécldos de MU-1 humano (que comesponde a SEQ ID N° 2), MU-1 murino
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(que corresponde a SEQ ID N° 10) y la cadena de beta de la IL2 humana (N°
de acceso GENBANK® M26062). Las directrices y los dominios
transmembrana estdn subrayados. Se Indican los motivos de los méadulos de
los receptores de citoquina conservados en negrita. Se Indican las regiones de
sefializacion potenciales subrayadas y en negrita.

[00511] En la FIG. 6 se llustra |a sefiallzacién a través de MU-1. MU-1 fosforila
STAT 5 en el clon quimérico E7 EPO-MU-1. Bajo las condiciones especificadas
en el Elemplo 3, la sefializacién a través de MU-1 resulta en la fosforilacion de
STAT 5 en todos los puntos de tiempo evaluados. El tra_tnmlento de los
controles o las células BAF-3 quiméricas con IL-3 resultd en la fosforllacién de
STAT 3, pero no STAT 16 5.

[0042] En las FIGS. 7A-7B se llustra un alineamiento entre ias secuenclas de
nucledtidos y aminoacidos del monémero cie IL-21R (que comresponde a los
aminoécidos 20-235 de SEQ ID N° 2), fuslonado en el lado amino terminal con
la secuencia directriz de la abeja melifera y las marcas His6 (aminoacidos 1-44
de SEQ ID N° 23). Se presentan las secuenclas de nucleédtidos y aminoécldos
como SEQ ID N° 22 y SEQ ID N° 23, respectivamente.

[0043] En las FIGS. BA-8C se ilustra un alin:eamlento entre las secuencias de
nucledtidos y aminoacidos del dominio extracelular del IL-21R {que
commesponde a los aminoacidos 1-235 de SEQ ID N° 2), fusionado en el
extremo C a través de un conector (que corresponde a los aminodcidos 236-
243 de SEQ ID N° 25) a la secuencia Fc de la inmunoglobulina G1 (IgG1)
humana (que commesponde a los aminoécidos 244467 de SEQ ID N° 25). Se
indican las secuencias de nucledtidos y aminoacidos como SEQ ID N° 24 y
SEQ ID N° 25, respectivamente.
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[0044) En las FIGS. SA-9C se ilustra un alineamiento de las secuencias de
nucleétidos y aminoécidos del dominio extracelular de IL-21R humano {que
corresponde a los aminoécldos 1-235 de SEQ ID N° 2) fusionado en el extremo
C a través de un conector (que comesponde a los aminoécidos '236-243 de
SEQ ID N°® 27) a la secuencia Fc de la inmunoglobulina humana G1 (1gG1)
(que comesponde a los aminoacidos 244-467 de SEQ ID N° 27) y la marca de
secuencia Hiss (que comresponde a los aminodcidos 468-492 de SEQ ID N°
27). Se indican las secuenclas de nuclettidos y aminoacidos como SEQ ID N°
26 y SEQ ID N° 27, respectivamente.

[0045] En las FIGS. 10A-10C se ilustra un alineamiento de las secuencias de
nucleétidos y aminoécldos del dominio extracelular de IL-21R humano (que
corresponde a los aminoacidos 1-235 de SEQ |D N° 2) fusionado en el extremo
C a través de un conector (que comresponde a los aminoécidos 2368-243 de
SEQ ID N° 29) a la secuencia Fc mutada de la inmunoglobulina humana G1
(lgG1) (que corresponde a los aminodcidos 244-4687 de SEQ ID N° 29). La
secuencia F¢ humana ha sido mutada en los residuos 254 y 257 respecto de la
secuencia tipo salvaje para reducir la unién al receptor Fc. Se indican las
secuencias de nucledtidos y aminodécidos como SEQ ID N° 28 y SEQ ID N° 29,
respectivamente.

[0046] En las FIGS. 11A-11B se ilustra un alineamiento de las secuencias de
nucleétidos y aminoécidos del dominio extracelular de IL-21R humano {que
cotresponde a los aminoécidos 1-235 de SEQ 1D N° 2) fusionado en el extremo
C a una secuencia de marca de rodopsina. Se Indican las secuencias de
nuclebtidos y aminoécidos como SEQ ID N° 30 y SEQ ID N° 31,
respectivaments.
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[0047] En las FIGS. 12A-12C se llustra un allneamlento de ias secuenclas de
nucledtidos y aminoécldos del dominlo extracelular de IL-21R humano (que
commesponde a los aminodcidos 1-235 de SEQ ID N° 2) fuslonado en el extremo
C a un sitio de corte EK y una region IgG1 Fc mutada (que corresponde & los
aminodcidos 236-470 de SEQ ID N° 33). Se Indican las secuencias de
nucledtidos y aminodcidos como SEQ ID N° 32 y SEQ D N° 33,
respactivaments.
[0048] En las FIGS. 13A-13B se llustra un alineamiento de las secuencias de
nucleétidos y aminoécidos del dominio extracelular de IL-21R murino fusionado
en el extremo C a la inmunoglobulina G2a {igG2a) de ratén. Se indican las
sacuenclas de nucledtidos (gendmicas) y aminoédcidoa como SEQ ID N° 34 y
SEQ ID N° 35, respectivaments.
[00:19] En las FIGS. 14A-14B se ilustra un alineamlento de las sacuencias de
nucledtidos y aminoéacidos del dominio extracelular de IL-21R murino fusionado
en ¢! axtremo C a secuencias de marca Flag e Higs. Se indican las secuencias
de nucledtidos (genémicas) y aminoécldos como SEQ ID N° 36 y SEQ ID N°
37, respectivamente.
[0050] En las FIGS. 15A-15B se llusira un alineamiento de las secuenclas de
nucledtidos y aminoécidos del dominio extracelular de IL-21R murino (directriz
de abela melffera) fusionado en el axtremo C a secuencias de marca Flag e
Hiss. Se indican las secuencias de nucleétidos (genémicas) y aminoacidos
como SEQ ID N° 38 y SEQ ID N° 39, respectivamentse.
[0051] La FIG. 16 es una tabla que resume los cronogramas de.tratamiento
profilactico, terapéutico y seml-terapéutico para los experimentos que usan
modelos de artritis inducida por colégeno (CIA) en ratones.
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[0052] La FIG. 17 es un gréfico que llustra los efectos de MulL-21RFc (200
pg/ratdn 3x/semana) sobre un ratdn CIA semi-terapéutico en funcién de los
dias posteriores al tratamiento, Se usé Ig de ratdn (200 ug/ratdn éxlsemana)
como control.

[0053] Las FIGS. 18A-18B son fotograflas que ilustran la expresion
incrementada de ARNm de IL-21R en las patas artriticas de ratones con CIA
(panel A) en comparacién con controles negativos (panel B).

(0054] En las FIGS. 19 y 20 se ilustran gréficos lineales que presentan una
reduccion marcada en la calificacién clinica de los sintomas tipo IBD en ratas
trat'adas con mulL-21RFc y mEnbrel, en comparacién con la |gG control. En la
FIG. 19, el panel lateral izquierdo es una fotografla que presenta la
hibridizacién in situ del ARNm de MU-1 en los linfocitos y los nodos linfaticos
del intestino humano normal. )

[0055] La FIG. 21 es una tabla que resume una reduccién en la callficaciéon
histologica de la severidad de la enfermedad en un modelo de IBD en rata
después de administrar MulL-21RFc.

[0056] La FIG. 22 es un gréfico lineai que presenta el porcentaje de
supervivencia de Injertos respecto de los dias posteriores a la transferencia
post-adoptiva, en ratones inyectados con células T transducidas por medios
retrovirales que expresan IL-21, mulL-21RFc o un control (GFP).

[0057] La FIG. 23 es un gréfico lineal que presenta un mejoramiento en las
calificaciones clinicas de lesiones psoridticas en un modelo de transferencia
adoptiva CD45Rbhigh, después administrar MulL-21RFc. En la FIG. 23, el lado
izquierdo presenta fotograflas de ratones antes y después del tratamiento con
MulL-21RFc.
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[0058] La FIG. 24 es un gréfico lineal que ilustra los niveles de hiper-respuesta
en las vias respiratorias (AHR) de ratones sensibllizados con ovoalbiimina
(OVA) atacados con solucion salina amortiguada con fosfato (PBS) u OVA. A
los ratones se le administraron dosis crecientes consecutivas de metacolina. El
cambio de Penh (pausa mejorada) es un indicador de la AHR.

[0059] Las FIGS. 25A-25D son gréaficos de barras que ilustran la cantidad de
células en fluido de lavado broncoalveolar (BALF) de ratones sensibilizados
con OVA y atacados con PBS u OVA. En la FIG. 25A sa llustra la cantidad total
de células en el BALF. En la FIG. 25B se ilustra la cantidad de eosinéfilos en el
BALF. En la FIG. 25C se ilustra la cantidad de linfocltos en el BALF. En la FIG.
25D se ilustra la cantidad de neuirtfilos en el BALF. Las bamas sin llenar
indican los ratones WT atacados con PBS; las barras llenas indican los ratones
WT atacados con OVA; las bamras grises indican los ratones IL-21R —/-
atacados con PBS; las barras rayadas indlcan los ratones IL-21R —/— atacados
con OVA. * indica p<0,05, determinado por medio de una prueba U de Mann-
Whitney.

[0060] Las FIGS. 26 y 27 son gréficos que Hustran los niveles de citoquinas en
ol BALF de ratones sensibllizados con OVA y atacados con OVA. En la FIG. 26
so ilustran los niveles de TNFea e IL-5. En la FIG. 27 se ilustran los niveles de
IL-13. Las barras sin llenar Indican los ratones WT atacados con PBS; las
barras llenas indican los ratones WT atacados con OVA; |as barras grises
indican los ratones IL-21R —/— atacados con PBS; las barras rayadas indican
los ratones IL-21R —/— atacados con OVA. * Indica p<0,05, determinado por
medio de una prueba de U de Mann-Whitney.

[0061] Las FIGS. 28A-28B son gréficos de barras que ilustran los niveles de
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IgE en suero en ratones sensibllizados con OVA y atacados con OVA o PBS.
En la FIG. 28A se llustran los niveles de IgE total en suero. En la FIG. 28B se
llustran los niveles de IgE especifica ant-OVA. Las barras sin Henar indican los
ratones WT atacados con PBS; las barras llenas indican los ratones WT
atacados con OVA,; las barras grises indican los ratones IL-21R —/~ atacados
con PBS; las barras rayadas indican los ratones {L-21R —/— atacados con OVA.
* Indica p<0,05, determinado por medio de una prueba de U de Mann-Whitney.
[0062] Las FIGS. 29A-28D son gréficos que llustran los niveles de dsADN de
anticuerpos en circulacién en ratones MRL-Fas™ después de un tratamiento
con MulL-21RFc o control. En la FIG. 29A se ilustran los niveles de IgG1. En la
FIG. 26B se ilusiran los niveles de IgGG2a. En la FIG. 29C se ilustran los niveles
de IgG2b. En la FIG. 20D se ilustran los niveles de IgG3. * indica p<0,05,
determinado por medio de una prusba de U de Mann-Whitney. '
[00@3] Las FIGS. 30A-30D son grificos que ilustran la IgG total en circulacién
en ratones MRL-Fas®™ después de un tratamiento con MulL-21RFc o control.
En la FIG. 30A se ilustran los niveles de IgG1. En la FIG. 30B se ilustran los
niveles de IgG2a. En la FIG. 30C se ilustran los niveles de IgG2b. En la FIG.
30D se ilustran los niveles de IgG3. * indica p<0,05, determinado por medio de
una prueba de U de Mann-Whitney. )

[0064] La FIG. 31 es un gréfico que ilustra niveles de fluorescencia en rifiones
de ratén coloreados con IgG-FITC anti-ratén de cabra.

[0065] La FIG. 32 es un diagrama esquematico que ilustra ejemplos de efectos
de IL-21 sobre las respuestas inmunes.

[0066] La FIG. 33 es un diagrama esquemético que ilustra elemplos de
estrategias para inhibir la via de IL-21/IL-21R.



28
nn213

[0067] La FIG. 34 es un diagrama esquemético que ilustra un ejemplo de
proteina de fusién soluble del receptor IL-21RFc.
[0068] La FIG. 35 es un grafico lineal que ilustra la calificacién promedio para
la psoriasis de grubos de ratones tratados con MulL-21RFc y tratados con
control estimulados con E. tenelia (“Etenella®).
[0069] La FIG. 36 es una tabla que resume la demora en el iniclo y la
reduccién de los sintomas de psoriasie en ratones estimulados con E. tenefla y
tratados con MulL-21RFc, en comparacién con los ratones tratados con
control. .
[0070] La FIG. 37 es un gréafico lineal que ilustra una reduccién en la pérdida
de peso en ratones estimulados con E. tenella y tratados con MullL-21RFc, en
comparacién con los ratones tratados con control. El Indice de peso se define
como la relacién entre el peso medido y el peso Inlcial. )
[0071] La FIG. 38A es un grafico lineal que llustra una reducciébn en la
calificacién fecal promedio en ratones estimulados con E. tenella y tratados con
MulL-21RFc, en comparacién con los ratones tratados con control.
j0072] La FIG. 38B es un gréfico que llustra las calificaciones fecales de
ratones estimulados con E. tenella de cada grupo de tratamiento el dia 77
después de la transferencia.
[0073] La FIG. 39 es una tabla qua resume los datos ilustrados en la FIG. 38A.
[0074] La FIG. 40A es un gréfico que llustra los niveles de IFN-y en suero en
ratones estimulados con E. fenella y tratados con Mull.-21RF¢, en comparacién
con los ratones tratados con control.
|0075] La FIG. 40B es un gréfico que ilustra las calificaciones fecales para

ratones estimulados con E. tenelia y tratados con MulL-21RFc, en cofnparacidn
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con los ratones tratados con control.

[0076] La FIG. 41 es un grafico lineal que ilustra la incorporacién de 3H-timidina
en células CD45RB"™ y CD4SRB® activadas después de un tratamiento con IL-
21.- '

[0077] Las FIGS. 42A-B son gréficos de barras que llustran un incremento en
la secrecién de las citoquinas por células CD45RB" activadas después de un
tratamiento con IL-21.

[0078] La FIG. 43 es un grafico de barras que llustra una reduction en la
secrecidon de citoquinas por células CD45RB" activadas después de un
tratamiento con MulL-21RFc.

[0079] Las FIG. 44A-B son gréficos de barras (A) y dispersién (B) que llustran
que, en el modelo de GVHD de SLE, Ios.ralaones con knockout de IL-21R
injertados con células de bazo B6 bm12 no producen autoanticuerpos anti-
dsADN (A), y que no se observan depésitos de IgG en los rifiones de estos
ratones (B).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

|0080] Se describen métodos y composiciones para inhibir la actividad de la
interleuquina-21 (IL-21Yel receptor de IL-21 (MU-1) usando antagonistas de IL-
21 o del receptor de IL-21 (“IL-21R" o0 “MU-1°). Pueden usarse antagonistas de
IL-21/IL-21R para inducir la supresién inmune in vivo, por ejemplo, para tratar o
prevenir trastomos inflamatorios o autoinmunes. (por ejemplo, trastomos
asociados con una actividad aberrante de una o més células T maduras
(células T CD8" maduras, CD4" maduras), células NK maduras, células B,
macrofagos y megacariocitos, Incluyendo el rechazo de transplantes/injertos, la

psoriasis y trastomos autoinmunes tales como la artritis reumatoide y la IBD).
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[0081] En una realizacién, los solicitantes han demostrado que una reduccién
en la actividad de IL-21R usando una protelna de fusién neutralizadora que
incluye el dominio extracelular de IL-21R fusionado a una region de
inmunoglobulina Fc mejora los sintomas de Inflamacién en animales modelo
con artritis inducida por coldgeno (CIA) (Ejemplo 7), asl como en modelos
animales de IBD (Ejemplos 9 y 11), rechazo de injertos (Ejempio 10), psoriasis
(Elemplo 11) y lupus (EJemplo 13). La expresién del ARNm de IL-21R es
regulada positivamente en las patas de ratones con artritls inducida por
coldgeno (CIA) (Ejemplo 8). Los ratones con deficlencia de IL-21R presentan
una reducclén en la inflamacién de las vias respiratorias inducida por coligeno
(Ejemplo 12). Por consigulente, pueden usarse agentes que se unen a IL-21R
que antagonizan la actividad de IL-21/IL.-21R para inducir la supresién Inmune
in vivo, por elemplo, para tratar o prevenir trastomos inflamatorios o
autoinmunes (por ejemplo, glomerulonefritis, rechazo de transplantéallnjertos.
psoriasis, trastomos atdpicos, asma, trastomos autoinmunes, tales como
artritis reumatoide y SLE, e IBD (por ejemplo, enfermedad de Crohn, colltls
ulcerativa)).

[0082] Con el fin de poder comprender mejor la presente invencién, primero se
definirdn determinados términos. Se proporclonan definiciones adicionales en
la descripcion detallada.

[008-31 Los términos "MU-1°, “protelina MU-1", “receptor de Interleuquina-21" o
“IL-21R", como se los usa en la presente documentacién, designan un receptor
de la familia de la citoquina clase |, tamblén conocido como NILR (WO
01/85792; Parmrish-Novak et al. (2000) Nature 408:57-63; Ozaki et al. (2000)
Proc. Natl. Acad. Sci, U.S.A. 97:114398-444). MU-1 es homologo a Ia cadena
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compartida por los receptores IL-2 e IL-15, e IL<4a (Ozaki et al. (2000) supra).
Al unirse el ligando, IL-21R/MU-1 es capaz de Interactuar con una cadena de
receptor de citoquina y en com(n (yc) (Asao et al, (2001) J. inmunol, 167:1-5) e
inducir la fosforilaclon de STAT1 y STAT3 (Asao et al. (2001)) o STATS (Ozaki
et al. (2000)). MU-1 presenta una distribucion amplia en tejidos linfoides. El
término “MU-1" designa un receptor (preferiblemente de mamifero, por
ejemplo, de origen murino 0 humano) capaz de Interactuar, por ejemplo, capaz
de unirse a IL-21 (preferiblemente de mamifero, por ejemplo, IL-21 murino o
humano), que tiene una de las sigulentes caracterfsticas: (I) una secuencia de
aminoécldos de un palipéptido MU-1 IL-21R/MU-1 de mamifero de ocurrencia
natural, o un fragmento de éste, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos
presentada en SEQ ID N° 2 (humana) o SEQ ID N° 10 {murina), 0 un
fragmento de ésta; (i) una secuencia de aminodcidos sustanclaiments
homéloga, por ejemplo, al menos 85%, 80%, 5%, 988% o 99% homdloga a
una secuencla de aminoacidos presentada en SEQ ID N° 2 (humana) o SEQ
ID N° 10 (murina), o un fragmento de ésta; (lii) una secuencia de aminoacidos
codificada por una secuencia de nucleédtidos de iL-21R/MU-1 de mamffero de
ocurrencla natural, o un fragmento de ésta (por ejemplo, SEQ ID N° 1
(humana) o SEQ ID N° 9 (murina), o un fragmento de ésta); (iv) una secuencia
de aminoécidos codificada por una secuencla de nucleétidos eua_taﬁclalmente
homéloga, por ejemplo, al menos 85%, 80%, 95%, 98%, 99% homdbloga a una
secuencia de nucledtidos indicada en SEQ ID N° 1 (humana) o SEQ ID N° 8
{murina), o un fragmento de ésta; (v) una secuencla de aminoécidos codificada
por una secuencia de nucledtidos degenerada de una secuencia de IL-

21R/MU-1 de ocurrencia natural, o un fragmento de ésta, por ejemplo, SEQ ID
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N° 1 (humana) o SEQ ID N° 8 (murina), o un fragmento de ésta; o (vi) una
secuencia de nuciedtidos que hibridiza con una de las secuencias de
nucladtidos anteriores bajo condiciones severas, por ajemplo, condiclones muy
severas.
[0084] EIl IL-21R/MU-1 es de mamifero, preferiblements de origen humano. Se
Indica la secuencia de nuclettidos y la secuencia de aminoacidos predicha de
IL-21R/MU-1 en SEQ ID N° 1 y SEQ ID N° 2, respectivamente. El anélisis de la
secuencia de aminodcidos de IL-21R/MU-1 humano (SEQ 1D N° 2; FIG. 2B)
reveld las siguientes caracteristicas estructurales: una secuencia directriz
(ap;oximadamente los aminodcidos 1-19 de SEQ ID N° 2 (FIG. 2B)); un mativo
WSXWS (aproximadamente los aminoéacidos 213-217 dé SEQ ID N° 2); un
dominlo transmembrana (aproximadamente los aminoédcidos 236-252 de SEQ
ID N° 2 (FIG. 2B)); un dominio extracelular aproximadamente entre los
aminodcidos 1-235 de SEQ ID N° 2;: y un dominio intracelular
aproximadamente entre 253-538 de SEQ ID N° 2. Se cree que 6! IL-21R/MU-1
humano maduro tiene la secuencia de los aminodcidos 20-538 de SEQ ID N°®
2.
[008S] Se depositd el ADNc de IL-21R/MU-1 en la Coleccidn Americana de
Tipos de Cultivo el 10 de Marzo de 1998, bajo e! niimero de acceso ATCC
28687, i
[0086] Puede usarse cualquier forma de las proteinas IL-21R/MU-1 con una
longltud menor que la completa en los métodos y las composiciones de la
presente Invencion, siempre que retenga la capacided de unime a un
polipéptido de IL-21. Pueden producirse proteinas de IL-21R/MU-1 con una
longitud menor que la completa, por ejemplo, IL-21R soluble, expresando un
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fragmento comespondiente del polinuciedtido que codifica la proteina MU-1
completa en una célula huésped. Estos fragmentos de polinucledtidos
comrespondientes también son parte de la presente Invencién. Pueden
prepararse polinucledtidos modificados como se describié i:reviamente
empleando procedimientos convencionales de biologla molecular, incluyendo
la construccion de mutantes de delecién apropiadas deseadas, métodos de
mutagénesis dirigida a sitios especificos o reacciones en cadena de la
polimerasa usando oligonucleétidos cebadores apropiados.

[0087] Como se lo usa en la presente documentacion, un “poli;;éptido IL-
21R/MU-1 soluble” es un polipéptido IL-21R/MU-1 incapaz de anclarse en una
membrana. Estos polipéptidos solubles incluyen, por ejlemplo, polipéptidos MU-
1 o IL-21R que caracen de una porcion suficiente de su dominio
transmembrana para anclarse al polipéptido, o0 que estan modificados de modo
tal que el dominio transmembrana no es funcional, por ejemplo, un fragmento
soluble de un IL-21R {por ejemplo, un fragmento de un IL-21R que comprende
el dominio extracelular de IL-21R murino o humano) incluye una secuencla de
aminoacidos aproximadamente entre los aminoécidos 1-235, 1-2368, 20-235,
20-236 de SEQ ID N° 2 (humano), o aproximadamente entre los aminoécidos
1-238, 20-236 de SEQ ID N® 10 (murino). Ademés, un polipéptido IL-21R/MU-1
soluble puede Incluir, por sjemplo, puede estar fusionado a una segunda
porcién, por ejemplo, un polipéptido (por ejemplo, una cadena de
inmunoglobulina, GST, Lex-A o una secuencia de polipéptido MBP). Por
ejemplo, una proteina de fusién puede incluir al menos un fragmento de un
polipéptido IL-21R capaz de unirse a IL-21, por ejemplo, un fragmento soluble
de un IL-21R (por ejemplo, un fragmento de un IL-21R que comprende el
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dominio extracelular de IL-21R murino © humano; por ejemplo,
aproximadamente entre los aminoacidos 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 de SEQ
ID N° 2 (humano), o aproximadamente entre los aminodcidos 1-236,"20-236 de
SEQ ID N° 10 (murino), fusionado a una segunda porcién, por ejempio, un
polipéptido (por ejemplo, una cadena de inmunoglobulina, un fragmento Fg,
una regién constante de cadena pesada de los distintos isotipos, incluyendo:
IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD y IgE). |

[0088] El término “interleuquina-21" o “IL-21" designa una citoquina que
presenta homologia de secuencia con IL-2, IL-4 e IL-15 (Parrish-Novak et al.
(20b0) Nature 408:57-83). A pesar de la baja homologia de secuencia entre las
interleuquinas de citoquina, las cltoquinas comparten un pllegt;e comin en una
estructura de "haz de cuatro hélices” que es representativa de la familia. Se
expresa primariamente en células T CD4+ activadas, y se ha informado que
tiene efecto sobre las células NK, B y T (Parrish-Novak et al. (2000) supra;
Kasaian et al. (2002) supra). IL-21 se une a IL-21R (tamblén conocido en la
presente documentacién como MU-1 y NILR). Al unirse IL-21, la activacién de
IL-21R conduce a la seflalizacion de STATS o STAT3 (Ozaki et al. (2000)
supra). El témino °“IL-21" o “polipéptido IL-21" designa una proteina
(preferiblemente de mamifero, por ejemplo, de origen murino o humano) que
e@s capaz de interactuar, por sjemplo, unlr;e a IL-21R (praferlb!emente de
mamifero, por ejemplo, IL-21 murino 0 humano) y que tiene una de las
sigulentes caracteristicas: (i) una secuencia de aminoédcidos de un IL-21 de
mamifero de ocurrencia natural, o un fragmento de ésta, por ejemplo, una
secuencia de aminoacidos presentada en SEQ 1D N° 19 (humano) o un

fragmento de ésta; (i) una secuencia de aminoécidos sustanclalmente
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homéloga, por ejemplo, al menos 85%, 90%, 95%, 88%, 99% homdloga a una
secuencla de aminoécidos presentada en SEQ ID N 19 (humano) o un
fragmento de ésta; (iii) una secuancia de aminodcidos codificada por una
sacuencia de nucledtidos de un IL-21 de mamifero de ocurrencia natural, o un
fragmento de ésta (por ejemplo, SEQ ID N° 18 (humano) o un fragmento de
6sta); (iv) una secuencia de aminoécidos codificada por una secuencia de
nucledtidos que es sustancialments homéloga, por ejemplo, al menos 85%,
90%, 95%, 98%, 99% homdloga a una secuencia de nuclebtidos Indicada en
SEQ ID N° 18 (humano), o un fragmento de ésta; (v) una secuencia de
amino#cidos codlificada por una secuencia de nucledtidos degenerada de una
secuencia de nucledtidos de IL-21 de ocurrencia natural, o un fragmento de
ésta, por ejemplo, SEQ ID N° 19 (humano) o un fragmento de ésta; o (vi) una
secuencia de nucledtidos que hibridiza con una de las secuencias de
nucledtidos anteriores bajo condiciones seve;'as. por ejemplo, bajo condiciones
muy severas.

[0089] La frase “una actividad blolégica® de un polipéptido MU-1 o IL-21R
designa una o mas de las actlvidades biolGgicas de la proteina madura MU-1
correspondiente, incluyendo, sin limitaciones, (1) la interaccién, por ejemplo, la
unién con un polipéptido de IL-21 (por ejemplo, un polipéptido de IL-21
humano); (2) la asoclacién con moléculas de transduccién de sefiales, por
ejemplo, yc, JAK1; (3) la fosforilacion y/o la activacién estimulatoria de
protelnas STAT, por ejemplo, STATS y/o STATS3; y/o (4) la modulacién, por
ejemplo, la estimulaclén o la disminucion, la proliferacion, ia diferenciacion, la
funclon de las células efectoras, la actividad citolitica, la- secrecién de

citoquinas y/o la supervivencia de las células inmunes, por ejemplo, células T



23!
36
NNeng

-

(células T CD8+, CD4+), células NK, células B, macnifagos y magacariocitos).
[0090] Como se lo usa en la presente documentaclén, un “antagonista de [L-
21/IL-21R" que es Gt en el método de la !nvancién designa un agenta que
reduce, inhibe o disminuye de otro modo una o mas actividades biolGgicas de
un polipéptido IL-21R/MU-1. En una realizacién preferida, el antagonista
interactia, por ejemplo, se une a un polipéptido IL-21R/MU-1. En otra
realizacion preferida, el antagonista interactia, por ejemplo, se une a un
polipéptido de IL-21. El antagonismo usando un antagonista de IL-21/IL-21R no
indica necesariamente una ellminacién total de la actividad biolégica del
polipéptido IL-21R/MU-1 y/o el polipéptido IL.-21.

[0091] Como se lo usa en la presente documentacién, una *cantidad efactiva
para el uso terapéutico” de un antagonista de [L-211L-21R designa una
cantidad de un agente que es efectiva, al administrar una ¢ miitiples dosis a
un sujeto, por ejemplo, un paciente humano, para curar, reducir la severidad,
mejorar o prevenir unoc o més sintomas de un trastomo, o para prolongar la
supervivencia del sujeto més alld de lo esperado en ausencla- de dicho
tratamiento.

[0092] Como se lo usa en la presente documentacién, "una cantidad efectiva
para el uso profilactico® de un antagonista de IL-21/IL.-21R designa una
cantidad de un antagonista de IL-21/IL-21R que es efectiva, al administrar una
o muitiples dosis a un sujeto, por ejemplo, un paciente humano, para prevenir o
den]omr la ocurrencia del inicio o la recurrencia de un trastomo, gor ejemplo,
un trastomo como se describe en la presente documentacién.

[0093]) Los términos “inducir®, “inhiblr®, “"pdétenciar”, "elevar”, “incrementar”,

“disminuir® o semejantes, por ejemplo, que denotan diferencias cuantitativas
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entre dos estados, designan al menos diferencias de significacién estadistica
entre los dos estados. i

[0094) En este contexto, el tdrmino “en combinacién”® significa que los agentss
se proporcionan en forma sustancialmente contempordnea, de manera
simulténea o consecutiva. S| se los administra de manera consecutiva, al
principio de la administracién del segundo compuesto, el primero de los dos
compuestos preferiblemente ain puede detectarse a concentraciones efectivas
en &! sitio del tratamiento o en el sujeto.

[0095] Como se lo usa en la presente documentacién, una “proteina de fusién®
designa una protelna que contiene doe o més porclones asocladas
operativamente, por ejemplo, porclones conectadas, por elemplo, porciones
proteicas. Preferiblemente, las porclones estan asocladas en forma covalents,
Las porciones pueden estar asociadas dlrectamente o pueden estar
conectadas a través de un espaciador o un conector.

[0096] Como se lo usa en la presente documentacién, el término “anticuerpo”
designa una proteina que comprende al menos una y preferiblemente dos
regiones de cadenas pesadas (H) variables (abreviadas en la presente
documentacién como VH), y al menos una y preferiblemente dos regiones de
cadenas livianas (L) variables (abreviadas en la presente documentaclén como
VL). Las reglones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de
hipervariabilidad, denominadas “regiones determinantes de Ila
complementariedad® (“CDR"), separadas por regiones que estin més
conservadas, denominadas “‘regiones de marco® (FR). La extensién de la
region de marco y las CDR ha sido definida con precision (vaanse, por
ejemplo, Kabat et al. (1891) Sequences of Proteins of Inmunological Interest,
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quinta edicién, Departamento de Salud y Serviicos Humanos de los EEUU,
Publicacién del INS N° 91-3242, y Chotia et al. (1887) J. Mol. Biol. 186:801-17,
que se incorporan en la presente documentacion a modo de referencia). Cada
VH y VL estéa compuesta por tres CDR y cuatro FR dispuestos entre el extremo
amino y el ‘extremo carboxilo en el sigulente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FR4. ]

[0097] Ademéas, el anticuerpo puede Incluir una regién constante en las
cadenas pesada y liviana, para formar una cadena pesada y una cadena
liviana de inmunoglobulina, respectivamente. En una realizacién, el anticuerpo
@8 un tetramero de dos_ cadenas de inmunogiobulina pesadas y dos cadenas
de inmunoglobulina llvianas, donde las cadenas de inmunoglobulina pesadas y
livianas estén interconectadas, por ejemplo, por enlaces disulfuro. La regién
constante de la cadena pesada est4 compuesta por tres dominios, CH1. CH2y
CH3. La ragién constante de la cadena liviana estd compuesta por un dominio,
CL. La regién constante de las cadenas pesada y liviana contlene un dominio
de unién que interactlia con un antigeno. Las ragiones constantes de los
anticuerpos tipicamente median en la union del anticuerpo con tejidos o
factores del huésped, incluyendo varlas células del sistema Inr;iune (por
ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clg) del sistema de
complemento clasico. _

[0098] Como se lo usa en la presente documentacién, el término
‘inmunoglobulina® designa una proteina que consiste en uno o mas
polipéptidos sustanciaimente codificados por genes de inmunoglobulina. Los
genes de inmunogiobulina humana reconocidos incluyen los gehes de las
regiones constantes kappa, lambda, affa (IgA1 y IgA2), gamma (IgG1, IgG2,

35
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IgG3, 1gG4), delta, épsilon y mu, asl como los diversos genes de la region
variable de la inmunogiobulina. Las “cadenas livianas® completas de las
inmunoglobulinas (de aproximadamente 25 KDa o0 214 aminoécidos) estan
codlificadas por un gen de regién variable en el extremo NH; (aproximadamente
110 aminoéacidos) y un gen de region constante kappa o lambda en el extremo
COOH. Del mismo modo, las “cadenas pesadas” de la Inmunoglobulina (de
aproximadamente 50 kDa o 4468 aminoécidos) estan codificadas por un gen de
regién variable (de aproximadamente 118 aminoécidos) y uno de los genes de
regién constante mencionados previamente, por ejemplo, gamma (que codifica
aproximadamente 330 aminoAcidos).

[0099] Como se [o usa en [a prasente documentacion, un “isotipo” designa la
clase de anticuerpos {por ejemplo, IgM o IgGl) codificada por los genes de
region constante de la cadena pesada.

[0100] El t&mino “fragmento de unién a antigeno®™ de un anticuerpo (0
simplemente la "porcidn del anticuerpo®, o el "fragmento®), como se lo usa en la
presente documentacién, designa uno o0 mas fragmentos de un anticuerpo
completo que retienen la capacidad de unirse especificamente a un antigeno
(por ejemplo, CD3). Los ejemplos de los fragmentos de unién comprendidos
dentro del término “fragmento de union a antigeno® de un anticuerpo inciuyen
(i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en ios dominios
VL,-VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab');, un fragmento bl\;alente que
comprende dos fragmentos Fab unidos por un enlace disulfuro en la regién
bisagra; (iii) un fragmento Fd que consliste en los dominios VH y CH1; (iv) un
fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un (Unico brazo de un

anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341 :544-548), que
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congista en un dominio VH; y (vI) una regién determinante de Ia
complementariedad aislada (CDR). Ademés, aunque los dos dominics del
frapmento Fv, VL y VH, estén codificados por genes separados, pueden unirse,
usando métodos de recombinaclén, a través de un conector sintético que les
permite prepararios como una proteina de cadena Unica, donde las regiones
VL y VH se aparean para formar moléculas monovalentes (conocidhs como Fv
de cadena simple (scFv), véanse, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science
242:423-26; y Huston et al. (1888) Proc. Natl. Acad. Scl. U.S.A, 85:5879-83).
Estos anticuerpos de cadena simple también estan abarcados en el término
“fragmento de unién a antigeno® de un énﬂcuerpo. Estos fragmentoa de
anticuerpos se obtienen usando procedimientos convencionales oon&cldoe por
aquellos entrenados en la técnica, y se anallzan la utllidad de los fragmentos
del mismo modo que para los anticuerpos Intactos.

[0101) Las secuencias similares u homélogas (por ejemplo, con al menos
aproximadamente 85% de identidad de sacu;ncia) a las secuencias descriptas
en la presente documentacién también son parte de esta memoria descriptiva.
En algunas realizaciones, la [dentidad de secuencia puede ser de
aprt;ximadamante 80%, 91%, 92%, 83%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
mayor. Como altemativa, existe identidad sustancial cuando los segmentos de
acidos nudeicos hibridizan bajo condiclonas de hibridizacidn selectivas (por
ajemplo, condiciones de hibridizacién muy severas) con el complemento de la
cadena. L.os acidos nucleicos pueden estar presentes en células completas, en
un lisado celular o en una forma parcialme'hte purificada o sustanclaimente
pura. °

[0102] Los célculos de "homologla® o “identidad de secuencia® entre dos
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secuencias (los térmminos se usan Indistintamente en la presente
documentacion) se realizan como se indica a continuacién. Se alinean las
secuencias con el objeto de realizar una comparacién éptima {por ejemplo,
pueden introducirse regiones de falta de coincidencla en una o ambas de una
primera y una segunda secuencia de aminoécidos o acidos nucleicos para
obtener un alineamiento 4ptimo, y pueden descartarse las secuencias no
homoélogas para realizar la comparacién). En una realizacién preferida, la
longltud de una secuencia de referencia alineada para realizar la comparacion
es de al menos 30%, preferiblemente al menos 40%, més preferiblemente al
menos 50%, alin mas preferiblemente al menos 60%, y aln més
preferiblemente al menos 70%, 80%, 90%, 100% de la longitud de la secuencia
de -referencla. Luego se comparan los residuos de amlnoét;ldos o los
nucledtidos en las posiciones de los aminodcidos o los nucledtidos
correspondientes. Cuando una posicién en la primera secuencia esta ocupada
por el mismo residuoc de aminodcido o nucledtido que la posicién
correspondiente en la segunda secuencia, luego las moléculas son idénticas
en dicha posicién (como se la usa en la presente documentacion, la “identidad”
de aminoécidos o &cidos nucleicos es equivalente a la "homologla® de
aminoécidos o acidos nucleicos). El porcentaje de identidad entre las dos
secuencias es una funcién de la cantidad de posiciones idénticas compartidas
por las secuencias, teniendo en cuenta la cantidad de faltas de coincidencia y
la longitud de cada regiéon de falta de coincidencia, que haya sido necesario
introducir para obtener un alineamiento 6ptimo de las dos secuencias.

[0103] Puede efectuarse la comparacién de las secuencias y la determinacién

del porcentaje de identidad entre dos secuencias usando un algoritmo
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matemético. En una realizacién preferida, se determina el porcentaje de
identidad entre dos secuencias de aminoécidos usando el algoritmo de
Needleman y Wunsch ((1970) J. Mol. Biol. 48:444-53), que ha sido incomporado
en el programa GAP del conjunto de sofiware GCG (disponible en
www.gog.com), empleando una matriz BLOSUM 62 o una matriz PAM250, una
ponderacién de falta de coincidencia de 16, 14, 12, 10, 8, 6 6 4, y una
ponderacion de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 6 6. En alin otra realizacién preferida,
se determina el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucledtidos
usando el programa GAP en el conjunto de sofiware GCG (disponible en
www.gcg.com), empleando una matriz NWSgapdna.CMP, una ponderacién de
falta de coincidencia de 40, 50, 60, 70 u 80 y una ponderacién de longitud de 1,
2, 3, 4, 5 6 6. Un conjunto de pardmetros plarticularmente preferidos (y aquél
que deberia usar el encargado de la determinacion, si no esté saguro de qué
parametros deberian aplicarse si una molécula esta dentro de las limitaciones
de identidad de secuencia u homologia de la invencién) comprende una matriz
de calificacién BLOSUM 82 con una penalidad de falta de coincidencla de 12,
una penalidad de extension de falta de coincidencia de 4 y una penalidad de
desblazamlento de marco de falta de ooiﬁcidencia de 5. Tamblén puede
determinarse el porcentaje de identidad entre dos secuenclas de aminoécidos
0 nucledtidos usando el algoritmo de Mayers y Miller {(1989) CABIOS, 4:11-
17), que ha sido incorporado en el programa ALIGN (versién 2.0), usando una
tabla de Ponderacién de residuos PAM120, una penalidad de longitud de falta
de coincidencia de 12 y una penalidad de falta de coincidencia de 4.

[0104] Como se io usa en la presente documentacién, el término “hibridiza bajo

condiciones severas® describe condiciones para la hibridizacion y el lavado.
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Las condiclones severas son conocidas por aquellos entrenados en la técnica y
pueden hallarse en Current Profocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
N.Y. (1989), 6.3.1-8.3.6. En esta referencia se describen meétodos acuosos y
no acuosos, y puede usarse cualquiera de ellos. Un ejemplo preferido de
condiclones de hibridizacién severas son una hibridizacién en cloruro de
sodio/citrato de sodio 86X (SSC) a aproximadamente 45°C, segulda por uno o
més lavados en SSC 0,2X, 0,1% de SDS a 50°C. Otro ejemplo de condiciones
de hibrdizacién severas comprenden una hibridizaclén en SSC 86X a
aproximadamente 45°C, seguida por uno o mas lavados en SSC 0,2X, 0,1% de
SDS a 55°C. Otro ejemplo de condiciones de hibridizacién severas
comprenden una hibridizacién en SSC 6X a aproximadamente 45°C, seguida
por-uno 0 més lavados en SSC 0,2X, 0,1% de SDS a 80°C. Preferiblements,
las condiciones de hibridizacion severas comprenden una hibridizacién en SSC
6X a aproximadamente 45°C; seguida por uno o més lavados en SSC 0,2X,
0,1% de SDS a 65°C. Las condiciones muy severas particularmente preferidas
(y las condiciones que deberlan usarse si el encargado de la hibridizacién no
estd seguro de quéd condiciones deberlan aplicarse para determinar si una
molécula esta dentro de un limite de hibridizacién de la Invencién) comprenden
fosfato de sodio 0,5 M, 7% de SDS a 85°C, a'lo que siguen uno o méas lavados
en SSC 0,2X, 1% SDS a 65°C. Los polinuciedtidos aislados de la presents
invencién pueden usarse como sondas y cebadores de hibridizacion para
identificar y aislar écldos nucleicos con secuenclas idénticas o similares a
aquellos que codifican los polinucledtidos descriptos. Los m.éhodos de
hibridizacién para identificar y aislar &cidos nuclelicos inciuyen la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR), las hibridizaciones Southem, la hibridizacién in
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situ y la hibridizacién Northem, y son bien conocidos por aquellos entrenados
en la técnica. En ia presente documentacion se proporcionan descripciones
adicionalas de las condiclones y las reacciones de hibridizacién.

[0105] Las reacclones de hibridizacldn pueden efectuarse bajo distintas
condiciones de severidad. La severidad de una reacclén de hibridizacién
inciuye la dificulta con la que hibridizaran una con otra dos moléculés de Acidos
nucleicos cualquiera. Preferiblements, cada polinucleétido que hibridiza lo hace
con ol polinucledtido comespondients bajo condiclones de severidad reducida,
maés preferiblemente condiclones severas, y méas preferiblemente condiciones
muy severas. En la Tabla 1 a continuacibn se presentan ejemplos de
condiclones de severidad: las condiciones muy severas son aquella-s que son
al menos tan severas, por ejemplo, como las condiciones A-F; las condiciones
severas son al menos tan severas como, por ejemplo, las condiciones G-L; y
las condiclones de severidad reducida son al menos tan severas como, por

ejemplo, las condiciones M-R.

TABLA 1
Condicié | Hibrido de | Longitud del | Temperatura | Temperatura y
n de | polinucleé | hibrido (bp)' |y amortiguador
severidad | tidos amortiguador | de lavado®
de
hibridizacion®
A ADN:ADN | > 50 65°C; SSC 1X | 85°C; $SC
o 0,3X
42°C; SSC
1X, 50% de
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formamida

ADN:ADN

<50

Ta*; SSC 1X

Tg*; SSC 1X

ADN:ARN

>80

67°C; SSC 1X
)

45°C; SSC
1X, 50% de

formamida

87°C; SSC
0,3X

ADN:ARN

<50

Tp*; SSC 1X

Tp* SSC 1X

ARN:ARN

>50

70°C; SSC 1X
0

50°C; SSC
1X, 50% de

formamida

70°C; SSC
0,3X

ARN:ARN

<50

Te*: 8SC 1X

Tg*; SSC 1X

ADN:ADN

>50

65°C; SSC 4X
0

42°C; SSC
4X, 50% de

formamida

85°C; SSC 1X

ADN:ADN

<50

11" SSC 4X

TH"; SSC 4X

ADN:ARN

>50

67°C; SSC 4X
0 !

45°C; SSC
4X, 50% de

formamida

67°C; SSC 1X
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ADN:ARN

<50

T,)": SSC 4X

T, SSC 4X

ARN:ARN

>50

70°C; SSC 4X
0

50°C; SSC
4X, 50% de

formamida

67°C; SSC 1X

ARN:ARN

<50

T, 8SC 2X

T,* 8SC 2X

ADN:ADN

>50

50°C; SSC 4X
4]

40°C; SSC
86X, 50% de

formamida

50°C; §SC 2X

ADN:ADN

<50

Tn": SSC 68X

Tn"; SSC 6X

ADN:ARN

>50

§5°C; SSC 4X
o

42°C; SSC
6X, 30% de

formamida

§5°C; S8C 2X

ADN:ARN

<50

Tp": SSC 6X

Tp*; SSC 68X

ARN:ARN

>50

60°C; SSC 4X
o

45°C; SSC
6X, 50% de

formamida

80°C; SSC 2X

ARN:ARN

<50

Tr"; SSC 4X

TR"; SSC 4X
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‘La- longitud del hlbﬁdo es aquella anticipada para las regiones hibridizadas de
log polinuciedtidos que hibridizan. Cuando se hace hibridizar un polinuclestido
con un polinucledtido blanco de secuencia desconocida, se asume que la
longitud del hibrido es aquella del polinucledtido que hibridiza. Cuando se
hacen hibridizar polinucieétidos de secuencla conocida, puede determinarse la
longitud del hibrido alineando las secuencias de los polinuclettidos e
identificando la o las regiones con complemehtan‘edad de secuencia 6ptima.
2Puede reemplazarse el SSPE (SSPE 1X es NaCl 0,15 M, NaHzPO, 10 mM, y
EDTA 1,25 mM, pH 7.4) por SSC (SSC 1X es NaCl 0,15 M y citrato de sodio 15
mM) en los amortiguadorea de hibridizaclén y lavado; los lavados se realizan
durante 15 minutos una vez completada la hibridizacion.

Ts" - Tr": Se anticipa que la ternperatura de hibridizacién de los hibridos con
menos de 50 pares de bases de longitud es 5-10°C menor que la temperatura
de fusién (Tm) del hibrido, donde Tn se determina de acuerdo con las
sigulentes ecuaciones. Para los hibridos con menos de 18 pares de bases de
longitud, Tm(°C) = 2(# de bases A + T) + 4(# de bases G + C). Para los hibridos
de entre 18 y 49 pares de bases de longitud, Tn(°C) = 81,5 + 16,8(logoNa") +
0,41(%G + C) - (600/N), donde N es la cantidad de basaes an el hibrido y Na* es
la concentracién de iones sodio en el amortiguador de hibridizacién (Na* para
SSC 1X = 0,165 M).

Se proporcionan ejemplos adicionales de condiciones severas para hibridizar
polinuciettidos en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Capftulos 9 & 11, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Sp;lng Harbor,
NY (1889), y Ausubel et al., editores, Current Protocols in Molecular Biology,
Secciones 2.10 & 6.3-6.4, John Wiley & Sons, Inc. (1995), incorporados en la
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presente documentacién a modo de referencia.

[0106] Los pollnucléétidos aislados de la presente invencién pueden usarse
como sondas y cebadores de hibridizacion para Identificar y aislar ADN con
secuencias que codifican variantes alélicas de los polinucledtidos descriptos.
Las variantes alélicas son formas altemativas de ocumencia natural de los
polinuciedtidos descriptos que codifican polipéptidos que son Idéntié:os o tienen
una similitud significativa respecto de los polipéptidos codificados por los
polinucledtidos descriptos. Preferiblemente, las variantes alélicas tienen al
menos 90% de identidad de secuencla {mas preferiblemente al menos 95% de
Identidad; més preferiblemente al menos 98% de Identidad) con los
polinucleétidos descriptos. -

[0107] Los polinucledtidos aislados de la presente Invencién también pueden
usarse como sondas y cebadores de hibridizacién para Identificar y aislar ADN
con secuencias que codifican polipéptidos homélogos a los polinuciedtidos
descriptos. Estos homdlogos son polinucleétidos y polipéptidos aislados a partir
de una especie diferente de aquella que contiens los polipéptidos y los
polipuclebtidos descriptos, o son de la misma especie, pero presentan una
similitud de secuencia significativa con los polinuciedtidos y los polipéptidos
descriptos. Preferiblemente, los polinucieétidos homdlogos tienen al menos
50% de Identidad de secuencla (més preferiblements al menos 75% de
identidad; més preferiblemente al menos 80% de identidad) con los
polinuciedtidos descriptos, mientras que los polipéptidos homélogos tienen al
menos 30% de identidad de secuencia (méas preferiblemente al menos 45% de
identidad; mas preferiblemente al menos 60% de Identidad) con los
polipéptidos descriptos. Preferiblemente, los homdlogos de los polinuclestidos
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y Ic.>s polipéptidos descriptos son aquellos alslados a partir de especies de
mamiferos.

[0108] Los polinucledtidos aislados de la presente invencidn también pueden
usarse como sondas y cebadores de hibridizacidn para identificar células y
tejidos que expresan los polipéptidos de la presente invencion, y las
condiciones bajo las que se expresan.

[0109] Se interpreta que los antagonistas de IL-21/IL.-21R de la presente
invencién pueden presentar sustituclones de aminoacidos adicionales
conservativas 0 no esenclales, que no tengan efectos sustanclales sobre sus
funciones. Una “sustitucién de aminoécidos conservativa® es una donde se
reemplaza el residuo de aminodcido por un residuo de aminoacido que tiene
una cadena lateral simlilar. En la técnica se han definido familias de residuos de
aminoacidos con cadenas laterales simflares. Estas familias [ncluyen
aminoécidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina,
histidina), cadenas laterales &cidas (por elemplo, acido aspértico, acido
glutdmico), cadenas |aterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina,
aspamagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales
no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, lIsoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptofanc), cadenas laterales con ramificaciones beta
(por ejemplo, threonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales arométicas (por
ejemplo, tirosina, fenllalanina, triptofano, histidina).

{0110} El término “célula huésped recombinante” (o simplements “célula
huésped®), como se 1o usa en la presents d&cumantacién. designa. una célula
en la que se ha introducido un vector de expresién recombinante. Deberd

comprenderse que estos términos no designan solamente la célula particular
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en cuestién, sino también la progenie de dicha célula. Como pueden
efectuarse determinadas modificaciones en las generaciones sucesivas debido
a influencias mutacionales o ambientales, esta progenie, de hecho, puede no
ser idéntica a la célula progenttora, pero atin puede incluirse en el alcance del
término “célula huésped” como se o usa en la presente documentacion.
Antagonistas de IL-21/IL-21R '

[0111} En una reallzacién, puede fusionarse un polipéptido IL-21R/MU-1, o
fragmentos activos de éste, con una segunda porcidn, por elemplo, una
inmunoglobulina o un fragmento de ésta (por ejemplo, un fragmento de uni6n a
Fc de ésta). Por ejemplo, pueden fusionarse formas solubles de 1L-21_RIMU-1 a
través de secuencias “conectoras” con la porcién Fc de una Inmunogiobulina.
También pueden usarse otras proteinas de fusién, tales como aquellas con
GST, Lex-A o MBP,

[0112] Las protelnas de fusidn también pueden Incluir una secuencia conectora
para unir el fragmento de IL-21 0 IL-21R con la segunda porcién. Por ajemplo,
la protelna de fusidén puede incluir un conector peptidico, por ejemplo, un
conector peptidico de entra 4 y 20, mas pre;fenblemente entre 5§ y 10
amino4cidos de longitud;, en una realizaclén, el conector peptidico tiene 8
aminoécidos de longitud. Cada uno de los aminodcidos en el conector
peptidico se selecclona del grupo que consiste en Gly, Ser, Asn, Thr y Ala; en
una realizacién, el conector peptidico incluye un elemento Gly-Ser. En otras
realizaciones, la protelna de fusidn incluye un conector peptidico y el conector
peptidico incluye una secuencia con ia fdrmula (Ser-Gly-Gly-Gly- Gly)y donde y
as1,2,3,4,5,6,7Tu8. 1

10113] En otras realizaciones, pueden agregarse secuencias de aminoécidos
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adit-:ionalas en el extremo N o C de la protelna de fusién para facilitar la
expresion, la detecclén y/o el aislamiento o la purificacién. Por ejemplo, puede
unirse la protelna de fusién IL-21/1L-21R a una o més porciones adicionales,
por ejemplo, GST, una marca Hisg, una marca FLAG. Por ejemplo, la proteina
de fusién puede unir.se adicionalmente a una.protalna de fusién GST, donde se
fusionen las secuencias de fa proteina de fusibn con el extramo C de
secuencias GST (es decir, glutation S-transferasa). Estas proteinas de fusion
pueden facilitar la purificacion de la protelna de fusion MU-1.
[0114]) En otra reallzacion, la proteina de fusidn incluye una secuencia sefial
heterdloga (es decir, una secuencia de polipéptido que no estd presents en un
polipéptido codificado por un acido nucieico de MU-1) en su extremo N. Por
ejemplo, puede retirarse la secuencia seflal natva de MU-1 Yy puede
reemplazarsela por una secuencia sefial de ofra proteina. En determinadas
células huésped (por ejemplo, células huésped de mamiferos), puede
incrementarse la expresion y/o la secrecién de MU-1 mediante el uso de una
secuencia sefial heterdloga.
[0115] Puede producirse una protelna quimérica o de fusién de la invencién
empleando procedimientos convencionales. de ADN recombinante. Por
ejemplo, se unen fragmentos de ADN que codifican las distintas secuenclas de
polipéptidos en marco de lectura de acuerdo con procedimientos
convencionales, por ejemplo, empleando extremos romos o sesgados para la
unién, digestibn con enzimas de restriccién para proporcionar Io_s extremos
apropiados, relleno con extremos cohesivos segtin sea aproplado, tratamianto
con fosfatasa alcalina para evitar uniones indeseadas, y unién enzimatica, En

otra realizacién, puede sintetizarse el gen de fusiSn de acuerdo con

-
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procedimientos convencionales, incluyendo sintetizadores de ADN
automatizados. Como altemnativa, puede efectuarse la amplificacién por PCR
de los fragmentos genéticos usando cebadores de anclaje que den lugar a
salientes complementarias entre dos fragmentos genéticos consacutivos, que
luego se alinearn y amplificaran nuevamente para generar una secuencia
genética quimérica (véase, por ejemplo, Ausubel et al. (editores) Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, 1992). Mas aln, existen
muchos vectores de expresion disponibles comercialmente que codifican una
porcion de fusion (por ejemplo, una regién Fc de una cadena pesada de
inmunoglobulina). Puede clonarse un acido nuclelco que codifica MU-1 en uno
de estos vectores de expresion, de modo que la porcién de fusion qtieda unida
en el marco de lectura con la proteina de Inmunoglobulina. En algunas
reallzaciones, los polipéptidos de fusidn de MU-1 existen como oligémeros,
tales como dimeros o trimeros. El primer polipéptido, y/o los Acidos nucleicos
que codifican el primer polipéptido, puede construlrse usando métodos
conocidos en la técnica.

[0116] En algunas raéllzaclones. se proporciona el polipéptido MU-1 como una
van‘;anta de un polipéptido MU-1 gque tiene una mutacidn en la secuencia de
MU-1 de ocurrencia natural (tipo salvaje) que résulta en una mayor afinidad
(respecto de la secuencia no mutada) que une el polipéptido MU-1 con un |-
21,

[0117] En algunas realizaciones, la porcién del polipéptidoc MU-1 se
proporciona como una variante dei MU-1 que tiene mutaciones en la secuencla
de MU-1 de ocumencia natural (tipo salvaje) que resulta en una secuencia de

MU-1 més resistente a la protedlisis (respecto de la secuencia no mutada). En
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algunas realizaciones, el primer polipéptido Incluye un polipéptido MU-1
completo. Como altemativa, el primer polipéptido comprende menos que un
polipéptido MU-1 completo.

[0118] Un péptido sefial que puede Incluirse en la proteina de fusién es
MPLLLLLLLLPSPLHP (SEQ ID N° 21). Si se lo desea, pueden insertarse
adicionalmente uno o mas aminoécidos entre la primera porcidn del polipéptido
que comprenda la porcidn MU-1 y la segunda porcion del polipéptido.

[0119] El segundo polipéptido preferiblemente es soluble. En algunas
realizaciones, el segundo polipéptido mejora la vida medla, (por ejemplo, la
vida media en suero) del polipéptido unido. En algunas realizaciones, el
segundo polipéptido Incluye una secuencia que facllita la asociacién del
polipéptido de fusidn con un segundo polipéptido MU-1. En realizaciones
preferidas, el segundo polipéptido incluye al menos una regién de un
polipéptido de inmunogiobulina. En la técnica se conocen polipéptidos de
fusion de inmunoglobulina, y se los describe, por ejemplo, en las Patentes de
los EEUU N° 5516964, 5225538, 5428130, 5514582, 5714147 y 5455165,
[0120] En @algunas realizaciones, el segundo polipéptido comprende un
polipéptido de inmunoglobulina completo. Como altemativa, el segundo
polipéptido comprende menos que un polipéptido de lnmur{oglobullna
completo, por ejemplo, una cadena pasada, una cadena liviana, Fab, Fab,, Fv
o Fc. Preferiblemente, el segundo polipéptido incluye la cadena pasada de un
polipéptido de inmunoglobulina. Mas preferiblemente, el segundo polipéptido
incluye la regidn Fc de un polipéptido de inmunoglobulina.

{0121] En otro aspecto de la Invencion, el segundo polipéptido tiene una
func_:ién efectora menor que la funcién efectora de una regién -F¢ de una
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cadena pesada de inmunogiobulina. La funcién efectora de Fc incluys, por
ejemplo, la unién al receptor Fc, la fljlacion de complemento y la actividad de
debilitamiento de células T (véase, por ejemplo, la Patente de los EEUU N°
6136310). En la técnica se conocen métodos evaluar ia actividad de
debilitamiento de células T, la funcién efectora de Fc y la estabilidad de los
anticuerpos. En una realizacién, el segundo polipéptido tiene poca o ninguna
afinidad por el receptor Fc. En una realizacidén alternativa, el segundo
poiipéptido tiene poca o ninguna &finidad por la proteina de complemento C1q.
[0122] Una secuencia preferida para el segundo polipéptido Incluye la
secuencla de aminoacidos de SEQ ID N°® 17. Esta secuencia Incluya una
regién Fc. Los aminoécidos subrayados son aquelios que difieren de los
aminoacidos hallados en la posicion comespondiente de la secuencia de
inmunoglobulina tipo salvaje:
H'rcpPcpuwswnrtpnmmzsnrrmpmm
TKPREEQYNSTYRVVEVLTVLEQDWLNGKEYKCKVENKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCEBVMHEALHNHYTQKSLSLEBPGK (SEQ ID N* 17}

[0123] En las FIGS. 7-15 se presentan ejemplos de proteinas de fusién
antagonisticas que pueden usarse en los métodos de la invencidn. En una
realizacién, la protelna de fusién incluye una secuencia de aminoécidos
seleccionada, por ejemplo, entre SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 25, SEQ 1D N° 27,
SEQ ID N° 20, SEQ 1D N° 31, SEQ ID N° 33, SEQ ID N° 35, SEQ ID N° 37 o
SEQ ID N° 38, o una secuencia al menos 85%, 80%, 95%, 98% o més idéntica
a ella. En otras reallzaciones, la proteina de fusién Incluye una secuencia de

aminoécidos codificada por una secuencia de nucleétidos seleccionada, por
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ejemplo, entre SEQ ID N° 22, SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 26, SEQ ID N° 28,
SEQ ID N° 30, SEQ ID N° 32, SEQ ID N° 34, SEQIDN° 36 0 SEQID N° 38, 0
una secuencia al menos 85%, 80%, 95%, 88% o més idéntica a ella. Las
proteinas de fusion preferidas tienen la secuencia de aminoécidos presentada
en SEQ ID N° 25 o0 SEQ ID N° 28 (FIGS. 8A-8C y 10A-10C, respe;':tivamento).
0 una secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 98% o mas idéntica a ella. En otras
realizaciones, la protelna de’ fusién Incluye una secuencia de aminoécidos
codificada por una secuencia de nucleétidos seleccionada, por ejemplo, entre
SEQ ID N° 24 o SEQ ID N° 28 (FIGS. BA-8C y 10A-10C, respsctivaments), o
una secuencia al menos 85%, 90%, 05%, 98% o mds idéntica a ella. Méas
preferiblemente, la proteina de fusién tiene la secuencia de aminodcidos
presentada en SEQ ID N°® 29, o tiene una secuencia de aminoécidos codificada
por una secuencia de nucleétidos indicada en SEQ 1D N° 28 (FIG. 10A-10C).
[0124] En otras realizaciones, los antagonistas de IL-21/IL-21R son
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de éstos, que se unen a IL-21 o
IL-21R, preferiblemente, IL-21 o IL-21R de mamiferos (por ejemplo, humanos o
murinos).

[0125]) Las protsinas MU-1 de la invencién también pueden usarse para
Inmunizar animales para obtener anticuerpos policionales y monoclonales que
reaccionen especificamente con la protsina MU-1, y que puedan inhlibir la
unién de ligandos al receptor. Estos anticuerpos pueden obtenerse usando
MU-1 completo como inmunégeno, o usando fragmentos de MU-1. También
pueden usarse fragmentos de MU-1 mas pequefios para inmunizar los
animales. Ademds, los péptidos inmunogénicos pueden contener un residuo de

cisteina en el extremo carboxilo, y estén conjugados con un hapteno, tal como
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hemoclanina de cangrejo cacervla (KLH). Pueden generarse péptidos
Inmunogénicos adicionales reemplazando los residuos de tirosina por residuos
de tirosina sulfatada. En la técnica se conocen métodos para sintetizar esios
péptidos. '

[0126] Los anticuerpos neutralizadores o no neutralizadores (preferiblemente
antlcuerpos monocionales) que se unen a proteinas MU-1 tamblén pueden ser
(tiles en el tratamiento de las condiciones descriptas previamente. Estos
anticuerpos monocionales neutralizadores pueden ser capaces de bloquear la
union de ligandos a la cadena del receptor MU-1.

[0127] Ademas, la presente invencién provee composiciones que comprenden
un .antlcuerpo que reacciona especificamente con un IL-21 o un IL-21R.

[0128] Pueden generarse anticuerpos monocionales (mAbs) humanos dirigidos
contra IL-21 o IL-21R usando ratones transgénicos que contienen los genes de
Inmunoglobulina humana, en vez del sistema basado en ratdon. Se usan
esplenocitos de estos ratones transgénicos inmunizados con el antigeno de
interés para producir hibridomas que secretan mAbs humanos con afinidades
especificas por epltopes para una proteina humana (véanse, por ejemplo,
Wood et al.,, Publicacion Intemaclonal WO 91/00908, Kucherapati et al.,
Publicacién Intemacional WO 81/10741; Lonberg et al., Publicacién
Internacional WO 92/03818; Kay et al,, Publicacién Intemaclonal WO
92/03917; Lonberg et al. (1994) Nature 368:856-59; Green et al. (1994) Nat.
Genet. 7:13-21; Morrison et al. (1894) Proc. Nati. Acad. Scl. U.S.A. 81:6851-55;
Bruggeman et al. (1983) Year Inmunol. 7:33-40; Tuailion et al. (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:3720-24; Bruggeman et al. (1881) Eur. J. Inmunol.
21:1323-1326).
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[0129] También pueden generarse anticuerpos monoclonales empleando otros
métodos conocidos por aquelios entrenados en la técnica de la tecnologia de
ADN recombinante. Se ha desarrollado un método altemativo, conccido como
el método de “presentacion de anticuerpos de combinacién®, para identificar y
aistar fragmentos de anticuerpos con una especificidad antigénica particular, y
puede utilizarselos para producir anticuerpos monoclonales; este método es
bien conocido en la técnica. Después de inmunizar un animal con un
inmundgeno, se clona-el repertorio de anticuerpos de la reserva de células B
resultantes. En general, se conocen métodos para obtener la secuencia de
ADN de (as regiones variables de una poblacién diversa de moléculas de
inmunoglobulina usando una mezcla de oligbmerocs cebadores y PCR. Por
ejemplo, pueden usarse oligonucledtidos cebadores mixtos que corresponden
a secuencias directrices 5' (paptido sefial) y/o secuencias de marco 1 (FR1),
asl como cebadores de una regién conservada 3' constante, para realizar la
amplificacién por PCR de ias reglones variables de las cadenas pesada y
liviana a partir de una cantidad de anticuerpos murinos (Larrick et al. (1891)
Biotechniques 11:152-56). También puede usarse un procedimiento similar
para amplificar las reglones variables de las cadenas pesada y liviana a partir
de anticuerpos humanos (Larrick et al. (1991) Methods: Companion to Methods
in Enzymology 2:106-10).

[0130] Pueden producirse anticuerpos quiméricos, incluyendo ea;ianas de
inmunoglobulina quiméricas, empleando procedimientos de ADN recombinante
conocldos en la técnica. Por ejemplo, se digiere un gen que codifica la regién
Fc constante de una molécula de anticuerpo monocional murino (o de otra

especle) con enzimas de restriccién para remover la regién que codifica la Fc
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murina, y 8e sustituye la porcién de un gen que codifica la reglén constante Fc
humana (véanse, por ejemplo, Robinson et al., Publicacién Intemacional de
Patente PCT/US86/02269; Akira et al., Publicaciéon Eurcpea de Patente
184187; Taniguchi, Publicacién Europea de Patente 171486; Morrison et al.,
Publicacién Europea de Patente 173494; Neuberger et al., Publicacién
Internacional WO 86/01533; Cabilly et al. Patente de los EEUU N° 4816567;
Cabllly et al., Publicacién Europea de Patente 125023; Better et al. (1988)
Science 240:1041-43; Liu et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:3430-
43; Liu et al. (1987) J. Inmunol. 139:3521-26; Sun et al. (1987) Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 84:214-18; Nishimura et al. (1887) Canc. Res. 47.:998-1005;
Wo.od et al. (1985) Nature 314:448-49; Shaw et al. (1888) J. Natl. Cancer Inst.
80:1553-59).

[0131] Puede humanizarse un anticuerpo o una cadena de Inmunoglobulina
empleando meétodos conocidos en la técnica. Pueden generarse anticuerpos
humanizados, incluyendo cadenas de inmunoglobullna humanizadas,
reomplazando secuencias de la regién variable Fv que no particlpan
directamente en la unién de antigenos por secuencias equivalentes de
reglones- variables Fv humanas. Se proporcionan métodos generales para
generar anticuerpos humanizados en Morrison (1985) Sclence 229:1202-07; Oi
et al. (1986) BioTechniques 4:214; y Queen et al., Patentes de los EEUU N°
5585089, 5693761 y 5693762, cuyos contenidos se incorporan en la presente’
documentacién a modo de referencia. Estos métodos incluyen aislar, manipular
y expresar las secuencias de acidos nuclelcos que codifican la totalidad o una
parte de las regiones variables Fv de Inmunoglobuilna de al menos una de las

cadenas pesadas o livianas. Las fuentes de estos acldos nucieicos son blen
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conocidas pc.:r aquelios entrenados en la técnica, y pueden obtenerse, por
ejemplo, a partir de un hibridoma que produce un anticuerpo contra un blanco
predeterminado. Luegb puede clonarse el ADN recombinante que codifica el
anticusrpo humanizado, o un fragmento de éste, en un vector de expresién
apropiado.

[0132] Pueden producirse moléculas de anticuerpos o inmunoglobulinas
humanizadas o injertadas con CDR efectuando in injerto con CDR © una
sustitucién por CDR, donde pueden reemplazarse una, dos o todas ias CDR de
una cadena de inmunoglobulina (véanse, por ejemplo, la Patente da los EEUU
N° 5225539; Jones et al. (1986) Nature 321:552-25; Verhoeyan et al. (1988)
Science 239:1534; Beldler et al. (1988) J. /nmunol. 141:4053-80; Winter,
Patente de los EEUU N° 5225539, cuyos contenidos se Incorporan en la
presente documentaclén a modo de referancia. Winter describe un método de
injerto de COR que puede usarse para preparar los anticuerpos humanizados
de la presente invencion (Solicitud de Patente del Reino Unido GB 2188638A,
pregentada el 26 de Marzo de 1987; Winter, Patente de los EEUU N° 5225539,
cuyos contenidos se incorporan en la presents documentacién a modo de
referencia). Pueden reemplazares todas las CDR de un anticuerpo humano
particular por at menos una porcién de una CDR no humana, o pueden
reemplazarse solamente algunas de las CDR por CDR no ‘humanas.
Solamente es nacesario reemplazar la cantidad de COR necesarlas para unir
el anticuerpo humanizado a un antigeno predeterminado.

[0133] Los anticuerpos monoclonales, quiméricos y humanizados que han sido
modificados, por ejemplo, mediante la delecién, la adicién o la sustitucién de

otras porciones del anticuerpo, por ejemplo, {a regidén constante, también estan
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dentro del alcance de la Invencidn. Por ejemplo, puede modificarse un
anticuerpo: (i) eliminando la region constants; (i) reemplazando la regién
constante por otra reglén constante, por ejemplo, una regién constante cuyo
objeto es incrementar la vida media, la estabilidad o la afinidad del anticuerpo,
O una regién constante de otra especie o clase de anticuerpo; o (iil)
modificando uno o mas aminoécldos en la regiébn constante para alterar, por
ejemplo, la cantidad de sitios de glicosilaclon, la funcion de las células
efectoras, la unidn con receptores Fc (FCR) y la fijaclon de complementos,
entre otros. _

[0134] En la técnica se conocen métodos par-a alterar la regién constante de un
anticuerpo. Pueden producirse anticuerpos con una funcién alterada, por
ejemplo, aflnidad alterada por un ligando efector, tal como un FcR en una
célula, o el componente C1 de! complemento, reemplazando al menos un
residuo de aminoacido en la porcién constante del anticuerpo por un residuo
diferente (véase, por ejemplo, E.P. 388151 A1, Patents de los EEUU N°
5624821 y Patente de los EEUU N° 5648280, cuyos contenidos se incorporan
en la presente documentacion a modo de referencia). Podran describirse tipos
de alteraciones similares que, de aplicarse a Inmunogiobulinas de especies
murinas o diferentes, reducirén o eliminarén estas funciones.

[0135] Por ejemplo, es posible alterar la afinidad de una regibn Fc de un
anticuerpo (por elemplo, una IgG, tal como una IgG humana) por un FcR (por
ejer;\plo, Fc gamma R1), o para la unlén con C1iq, reemplazando el/los
residuo(s) especifico(s) por uno o més residuos con una funcionalidad
apropiada en su cadena lateral, o Introduciendo un grupo funcional cargado, tal

como glutamato o aspartato, o tal vez un residuo aromético no polar, tal como
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fenilalanina, tirosina, triptofano o alanina (véase, por ejemplo, la Patente de los
EEUU N° 5624821). .
[0136] En el &mbito pdblico se conocen las secuencias de aminoéacidos de los
polipéptidos IL-21. Por ejemplo, la secusncia de nucleétidos y aminoécidos de
un 'IL-21 humano esta disponible en GENBANK®, con el N* de Accteso
X_011082. A continuacion se presenta la secuencia del IL-21 descripto:

1 gctgaagtga amacgagacc aaggtctagc tctactgttg gtacttatga gatccagtce

61 tggcamacatg gagaggattg tcatetgtct gatggtcate ttcttgggga cactggtcca
121

caaatcaage tcccaaggtc aagatcgeca catgattaga atgcgtcaac ttatagatat

181 tgttgatcag ctgamaaatt atgtgaatga

cttggtecct gaatttctge cagetceaga

241

301

asl

421

481

541

agatgtagag
gtcagcaaat
gasaccacct
tgattcttat
agagatgatt

taacttgcag

acaaactgtg agtggtcage
acaggaaaca atgaaaggat
tcecacaaatg cagggagaag
gagaaaaaac cacccazaga
catcagcatc tgtcctctag

ttggacacta tgttacatac

ttttteetge
aatcaatgta
acagaaacac
attcctagaa
aacacacgga

tctaatatag

tttcagaagg
tcaattaaaa
agactaacat
agattcaaat
agtgaagatt

tagtgaaagt

cccaactaaa
agctgaagag
gccettecatg
cacttctccea
cgtgaggatc

catttctttg

601 tattccaagt ggaggag (SEQ ID N® 18)

[0137] A continuacién se presenta la sewenqia de aminoécidos del polipéptido
IL-21 humano dascripto:

MRESPGNMERIVICLMVIFLGTLVHKSS 8QGQDRHMIRMROLIDIVDQLKNYVNDLVPEFLPAPEDVETN
CEWSAFSCPORAQLKSANTGHNNER I INVS IKKLKRKPPSTNAGRROKHRLTCPBCDSYEKKPPKEFLERF
KSLLQKMIHQHT.SSRTHGSEDS (SEQ ID N°* 19)

[0138] La invencién tamblén comprende acidos nucleicos que hibridizan con la
secuencia de nucledtidos detallada en SEQ (D N° 1, SEQ 1D N° 22, SEQ ID N°

24, SEQ ID N° 26, SEQ ID N° 28, SEQ ID N° 30, SEQ ID N° 32, SEQ ID N° 34,
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SEQ ID N° 36 o séo ID N° 38, bajo condiciones muy severas (por ejemplo,
SSC 0,1X a 65°C). Los polinucledtidos alslados que codifican proteinas o
protelnas de fusién MU-1, pero que difieren de la secuencia de nucledtidos
detallada en SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 22, SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 28, SEQ
ID N° 28, SEQ ID N° 30, SEQ ID N° 32, SEQ ID N° 34, SEQ ID N° 36 0 SEQ ID
N° 38 en vitud de la degeneracién del cédigo genético, tamblén estdn
comprendidos por la presente invencién. Las variaclones en la secuencla de
nucleétidos detalladas en SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 22, SEQ ID N° 24, SEQ ID
N° 26, SEQ ID N° 28, SEQ (D N° 30, SEQ ID N° 32, SEQ ID N° 34, SEQ ID N°
38 o SEQ ID N° 38, causadas por mutaciones puntuales o por mt;dlﬁcaciones
inducidas, también astan incluidas en la invencion,

[0139] Los polinucledtidos aislados de la Invencibn pueden unirse
operativamente a una secuencia de control de la expresiéon, tal como los
vactores de expresibn pMT2 o pED descriptos en Kaufman et al. (1991)
Nuclelc Acids Res. 19:4485-80, con el fin da producir la pmte!na' MU-1 en
forma recombinante. En la técnica se conocen muchas secuencias apropiadas
para controlar la expresién. También se conocen métodos generales para
expresar proteinas recombinantes, y se presentan ejemplos de éstos en
Kaufman (1990) Methods in Enzymology 185:537-66. Como se lo define en la
presente documentacién, “unido operativamente™ designa unido por medios
enziméticos o quimicos para formar una unién covalents entre el pdlinuclestido
aislado de la invencion y la secuencia de control de la expresion, de modo tal
que la proteina MU-1 se expresa en una célula huésped que ha sido

transformada (transfectada) con el polinucledtidofla secuencia de control de la
expresién unida.
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[(0140] El término “vector”, como se lo usa en la presente documentacion, hace
referencia a una molécula de Acido nucleico capaz de transportar otro écido
nucleico al que esta unida. Un tipo de vector es un “plésmido”, que designa un
rizo de ADN circular de cadena doble en el que pueden unirse segmentos de
ADi\I adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral, con el que pueden
unirse segmentos de ADN adiconales en el genoma viral. Determinados
vectores son capaces de replicarse en forma auténoma en una célula huésped
en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un
origen de replicacién bacteriano y vectores eplsomales de mamiferos). Otros
vectores (por ejemplo, vectores no episomales de mamiferos) pueden
integrarse en el genoma de una célula al introducirse en la célula huésped, y
por consiguiente se replican junto con el genoma huésped. Mas aln,
determinados vectores son capaces de dirigir la expresion de los genes a los
que estdn unidos operativamente. Estos vectoras se conocen en la presante
documentacién como “vectores de expresién recombinantes” (o simplemente
“vactores de expresion™). En general, los vactores de expresitn (tlles en los
procedimientos de ADN recombinante cominmente toman la forma de
plasmidos. En la presente memoria descriptiva, puede usarse “plasmido” y
“vactor” en forma indistinta, ya que el plésmido es la forma de uso mas com(n
de un vector. Sin embargo, la invencidn incluye otras formas de vectores de
expresién, tales como vectores virales (por .ejemplo, retrovirus, adenovirus y
virus adeno-asociados con replicacién defectuosa), que tienen funciones
equivalentes.

[0141] EI término “secuencia reguladora” incluye promotores, potenciadores y

otros elementos de control de la expresién (por ejemplo, sefiales de
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poliadenllacién) que controlan la transcripcion o la traduceién de los genes de
las cadenas de anticuerpos. Estas secusncias reguladoras se describen, por
ejemplo, en Goeddel (1980) Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Dlego, CA. Aquellos entrenados en la
técnica podran apreciar que el disefio del vector de expresién, Incluyendo la
seleccién de las secuencias reguladoras, puede depender de factores fales
como la seleccidn de la célula huésped que se desea traneformar, el nivel de
expresidn deseado para la proteina, etcétera. Las secuencias reguladoras
preferidas para efactuar la expresion en células huésped de mamifaros
incluyen elementos virales que dirigen nlveles de expresién protelca elevados
en células de mamiferos, tales como ios promotores y/o los potenciadores
derivados del promotor FF-1a y la poll A de BGH, citomegalovirus (CMV) (tales
como el promotor/potenciador de CMV), el virua de simio 40 (SV40) (tales
como el promotor/potenclador de SV40), adenovirus, (por ejemplo, el promotor
tardio mayor de adenovirus (AdMLP)) y poliomas. Para hallar descripciones’
adicionales de elem_entoé reguladores virales, y secuencias de éstos, véanse,
por ejemplo, las Patentes de los EEUU N° 5168062, 4510245, 4568615.

[0142] Los vectores de expresibn recombinantes de la invencién pueden
contener secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la
replicacion del vector en las células huésped (por ejemplo, origenes de
replicacién) y genes marcadores de seleccidn. El gen marcador de selecclén
facilita la seleccion de las células huésped en las que se lo ha introducido
(véanse, por ejemplo, las Patentes de los EEUU N° 4389216, 4634865,
5179017). Por ejemplo, tipicamente el gen marcador de seleccién confiere
resistencia a drogas, tales como G418, higromicina o metotrexato, a una célula
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huésped en la que se ha introducido el vector. Los genes marcadores de
solecclén preferidos incluyen el gen de dihidrofolato reductasa (DHFR) (para
usar en células huésped dhfr— con seleccidn/amplificacion con metotrexato) y
el gan neo (para efectuar una seleccion con G418). )

[0143] Una cantidad de tipos de células pueden actuar como células huésped
apropladas para expresar la proteina o la protelna de fusién de MU-1. Puede
usarse cualquler tipo de célula capaz de expresar proteinas MU-1 funcionales.
Las células huésped de mamiferos apropiadas Incluyen, por sjemplo, células
COS de mono, células de ovario de hamster chino (CHO), células de rifién
humano 293, células epidérmicas humanas A431, células Colo205 humanas,
células 3T3, células CV-1, otras Ilneas de células de primates transformadas,
células diploides normales, cepas de células derivadas de cultivos in vitro dé
tejidos primarios, explantes primarios, células Hela, células L de ratén, células
BHK, HL-680, U837, HakK, Rat2, BaF3, 32D, FDCP-1, PC12, M1x 0 C2C12.
[0144] También puede producirse la proteina o la proteina de fusién MU-1
uniéndo operativemente el polinucledtido aislado de la Invencién con
secuencias de control apropladas en uno o més vectores de expresién de
insectos, y empleando un sisterna de expresién en insectos. Existen materiales
vy métodos relacionados con sistemas de expresién con baculovirus/células de
insactos disponibles comerclaimente, por ejemplo, en Invitrogen, San Diego,
CA (por eJemplo, el conjunto de elementos MAXBAC'). y estos métodos son
bien conocidos en la técnica, como se describe en Summers y Smith, Boletin
de la Estacion Agricola Experimental de Texas N° 1555 (1987), incorporado en
la presente documentacién a modo de referencla. También pueden producirse
formas solubles de la protelna MU-1 en células de insectos usando
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polinuclettidos aislados apropiados, como se describié previamente.

[0145] Como aiternativa, puede producirse la proteina o la proteina de fusién
MU-1 en eucariotas infericres, tales como levaduras, o en procaribtas, tales
como bacterias. Las cepas de levaduras apropiadas incluyen Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces strains, Candida o
cualquier cepa de levadura capaz de expresar protelnas heterflogas. Las
cepas bacterianas apropladas incluyen Escherichla coli, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium, o cualquler cepa bacteriana capaz de expresar
proteinas heterdlogas. i

[0146] La expresion en bacterias puede resultar en la fomacién de cuerpos de
inclusién que incorporen la proteina recombinante. Por consiguiente, puede ser
necesario plegar nuevamente la proteina reqombinante para producir material
activo o més activo. En la técnica se conocen varios métodos para obtener
proteinas heterélogas plegadas cormectamente a partir de cuerpos de Inclusion
bacterianos. Estos métodos comprenden generalmente solubilizar la proteina a
partir de los cuerpos de inclusién, luego desnaturalizar la proteina por completo
usando un agente caotropico. Cuando hay residuos de cisteina presentes en la
secuencia de amino&cidos primaria de la proteina, es cominmente necesario
efectuar el nuevo plegamiento en un ambiente que permita la formacion
correcta de puentes disulfuro {un sistema redox). Se describen métodos
generales para efectuar este nuevo plegamiento en Kohno (1.990) Meth.
Enzym. 185:187-95; en E.P. 0433225 y la Patente de los EEUU N° 5399677 se
deacriben otros métodos aproplados.

[0147] La proteina o la proteina de fusidn MU-1 también puede expresarse

como un producto de animales transgépioos, por ejemplo, como un

26(
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components de la leche de vacas, cabras, cerdos u ovejas transgénicas,
caracterizadas por la presencla de células somaticas o germinales que
contienen una secuencla de polinucledtidos que codifica la proteina o la
proteina de fusion MU-1,

[0148] Puede prepararse la proteina o la protelna de fusion MU-1
desarrollando un cultivo de células huésped transformadas bajo condiciones de
cultivo necesarias para axpresar la protelna &eseada. Luego pueds purificarse
la proteina deseada expresada a partir del medio de cultivo o los extractos
celulares. Pueden purificarse formas solubles de la proteina o la proteina de
fusién MU-1 a partir de medios acondiclonados. Pueden purificarse las formas
unidas a membrana de la proteina MU-1 de la invencién preparando una
fraccion total de membrana a partir de las células que presentan expresién, y
extrayendo las membranas con un detergente no I6nico, tal como TRITON® X-
100.

[0149] Puede purificarse la proteina o la proteina de fusién MU-1 usando
méiodos conocidos por aquellos entrenados en la técnica. Por ejemplo, puede
concentrarse la proteina MU-1 de Ila Invenclén usando un filiro de
concentracién proteica disponible comerciaimente, por ejemplo, una unidad de
ultrafiltracién AMICON® o PELLICON® (Millipore, Billerica, MA). Después del
paso de concentracién, puede aplicarse el concentrado a una matriz de
purificacién, tal como un medio de filtracién en gel. Como altemativa, puede
emplearse una resina de intercambio aniénico, por ejemplo, una matriz o un
sustrato que tiene 'rupos dietlaminoetiio (DEAE) o polietenllenimina (PEI)
unidos. Las matrices pueden ser de acrilamida, agarosa, dextrano, celulosa o

de otros tipos empleados cominmente en la purificacién de proteinas. Como
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alternativa, puede emplearse un paso de intercamblo catiénico. Los sistemas
de intercamblo catiénico apropiados incluyen varias matrices Insolubles que
comprenden grupos sulfopropilo o carboximetiio. Se prefleren los grupos
sulfopropilo (por ejemplo, columnas S-SEPHAROSE®). La purificacién de la
proteina o !a proteina de fusidon MU-1 a partir de un scbrenadante de cultivo
también puede incluir uno o mas pasos en columna, sobre resinas de afinidad
tales como concanavalina A-agarosa, heparina-TOYOPEARL® o azul Clbacron
3GA SEPHAROSE®; o de cromatografia de interaccién hidrofébica, usando
resinas tales como fenil éter, butil éter ¢ propil éter; o de cromatografia de
inmunoafinidad. Finalmente, puede emplearse uno o més pasos de
cromatografla liquida de alto desempefio de fase Inversa (RP-HPLC) con
medios de RP-HPLC hidrofébicos, por ejemplo, gel de silice con grupos metilo
u otros grupos alifaticos unidos, para purificar adicionaimente la proteina MU-1.
tam.bién pueden usarse columnas de afinidad que Incluyen anticuerpos contra
la protelna MU-1 en la purificacién, de acuerdo con métodos conocidos.
También pueden usarse algunos o todos los métodos de purificaclon
anteriores, en varias combinaciones o con otros métodos conocidos, para
proporcionar una proteina recombinante sustanciaimente purificada.
Preferiblemente, la proteina MU-1 aislada:se purifica de modo que esté
sustanciaiments libre de otras proteinas de mamiferos.

[0150] También pueden usarse las protelnas o las protelnas de fusién MU-1 de
la invencién para buscar agentes capaces de uniree a MU-1. Los ensayos de
unién que usan una proteina de unién deseada, inmovilizada o no, son bien
conacidos en la técnica y pueden usarse para este propdsito con la proteina

MU-1 de la invencién. Pueden usarse ensayos de anélisis basados en células
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purificadas o basados en protelnas (libres de células) para identificar estos
agentes. Por ejemplo, puede inmovilizarse la proteina MU-1 en forma
purificada en un vehiculo y puede medirse la unién de ligandos potenciales a la
proteina MU-1 purificada.

Composiclones farmacéuticas

[0151] Los antagonistas de IL-21/IL-21R pueden usarse como una

composicién farmacéutica cuando se los combina con un vehiculp aceptable

" para el uso farmacéutico. Esta composicién puede contener, ademés de los

antagonistas de IL-21/IL.-21R y el vehiculo, varios diluyentes, rellenos, sales,
amortiguadores, estabilizadores, solubllizadores y otros materiales blen
conocidos en la técnica. E! término “aceptable para el uso farmacéutico”
designa un material no t6xico que no interfiere con la efectividad de la actividad
biolégica de los ingredientes activos. Las caracleristicas del vehiculo
dependerén de la ruta de administracion.

[0152] La composicion farmacéutica de la invencion puede tomar la forma de
un liposoma en el que se combinan uno o mas antagonistas de IL-21/IL-21R, y
otros vehiculos aceptables para el uso farmacéutico, con agentes anfipéticos,
tales como los lipidos que existen en forma agregada, tales como micelas,
monocapas insolubles, cristales liquidos o capas lamelares en solucitn
acuosa. Los lipidos aproplados para las formulaciones de liposomas incluyen,
sin limitaciones, monoglicéridos, diglicéridos, sulfatidos, lisolecitina,
fosfolipidos, saponina, acidos biliares y semejantes. L.a preparacion de estas
formulaciones liposomales estd dentro del nivel de aquellos entrenados en [a
técnica, como se describe, por ejemplo, en las Patente de los EEUU N°
4235871, 4501728, 4837028 y 4737323, toc_las incorporadas en la presente

T —
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documentacién a modo de referencia.

[0153] Como se lo usa en la presente documentacién, el ténnln'o “cantidad
efectiva para el uso terapéutico” designa la cantidad total de cada components
activo de la composicldn farmacéutica o el método que es suficlente para
beneficiar significativamente al paciente, por ejemplo, para mejorar los
sintomas, curar o incrementar la velocidad de curacion de estas condiciones.
Cuando se lo aplica a un Ingrediente activo individual administrado soio, el
término hace referencla a dicho Ingrediente solo. Cuando se lo aplica a una
combinaclién, el término hace referencia a las cantidades combinadas de los
ingredientes activos que resultan en el efecto terapéutico, ya sea que se las
administre en combinacion, en serle o en forma gimulténea.

[0154] Para poner en préctica el método de tratamiento o el uso de la presente
Invencién, se administra una cantidad efectiva para el uso terapéutico de un
antagonista de IL-21/IL-21R a un sujeto, por ejemplo, un mamifero (por
sjemplo, un ser humano). Pueden administrarse uno o més antagonistas de 1L-
21/1L-21R de acuerdo con ol método de la invencién, solos o en combinacién
con ofras teraplas, como se describe con mayor detalle en la presente
documentacién. Cuando se lo coadministra con uno o méas agentss, puede
administrarse el antagonista de IL-21 y/o IL-21R en forma simultédnea con el
segundo agente, 0 en forma consecutiva. Si se lo administra en forma
consecutiva, el médico a cargo decidirda la secuencia aproplada para
administrar el o los antagonisias de iL-24/IL-21R en combinacién con otros
agentes. .

[0155) La administracibn de un antagonista de IL-21/IL.-21R usado en la
con-iposlclén farmacéutica o para poner en practica el método de la presente
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Invencidn puede efectuarse de una variedad de formas convencionales, tales
como ingestion oral, Inhalaclén o inyeccién cutanea, subcutdnea o intravenosa.
Se prefiere la administracion Intravenosa al p&cienta.

[0156] Cuando se administra una cantidad efectiva para el uso terapsutico de
un agonista o un antagonista de IL-21/IL-21R por via oral, el agente aglutinants
tomaré la forma de una tableta, una capsula, un polvo, una solucién o un elixir.
Cuando se la administre bajo la forma de una tableta, la composicién
farmacéutica de la invencion podré contsner adicionalments un vehiculo sélido,
tal como una gelatina o un coadyuvante. La tableta, la cépsula y el polvo
pueden contener entre aproximadamente 5 y 95% de agente aglutinante, y
preferiblemente entre aproximadamente 25 y 80% de agente aglutinante.
Cuando se la administra como un liquido, puede agregarse un vehiculo liquido,
tal como agua, petrdleo, aceites de origen animal o vegetal, tal como aceite de
manl, aceite mineral, acelte de soja, aceite de sésamo o aceltes sintéticos.
Ademas, la forma llquida de la composicibn farmacéutica puede contener
solucién salina fisiolégica, dextrosa u otra solucién de saééridos. o glicoles,
tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. Cuando se la administra
en forma liquida, la compoalc;ién farmacéutica contiene entre aproximadamente
05°y 80% en peso del agente aglutinante, y preferiblemente entre
aproximadamente 1 y 50% de agents ag]utinante.

[0157] Cuando se administra una cantidad efectiva para el uso terapéutico de
un antagonista de IL-21/IL-21R por inyeccién intravenosa, cuténea o
subcutanea, el agente agiutinante tomara la forma de una solucién acuosa libre
de pirbgeno aceptable para el uso parenteral. La preparacién de estas

soluclones proteicas aceptables para el uso parenteral, que tienen el pH, la
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isotonicidad, la estabilidad y factores semejanties apropiados, estﬂ dentro del
alcance de aquellos entrenados en la técnica. Una composicién farmacéutica
preferida para una Inyeccién Intravenosa, cutdnea o subcutdnea deberd
contener, ademas de un agente aglutinante'. un vehiculo Isoténico, tal como
una inyeccién de cloruro de sodio, una inyeccién de Ringer, una inyaccién de
dextrosa, una inyeccidn de dextrosa y cloruro de sodio, una inyeccién de
Ringer lactada u otros vehiculos conocldos en ia técnica. La compoeicién
farmacéutica de la presente invencién también puede contener estabilizadores,
preservantes, amortiguadores, antioxidantes u otros aditivos conocidos por
aquellos entrenados an la técnica.

[0158] La cantidad de un antagonista de IL-21/IL-21R en la composicién
farmacéutica de la presents Invencion dépandera de la naturaleza y la
severidad de la condiclén a tratar, y de la naturalaza de los tratamlentos
previos a los que haya sido sometido el paciente. Finalments, el médico a
cargo decidird la cantided de agente aglutinants con la cual tratard a cada
paclente individual. Iniclaimente, el médico a cargo administrara dosis bajas de
agente aglutinante y observara la respuesta del paclente. Podran administrarse
dosls mayores de agente aglutinente hasta cbtener el efecto t.arapéutlco
optimo para el paciente, y en este punto generaimente no se incrementara méas
la dosificacidn. Se contempla que las distintas composiciones farmacéuticas
usadas para poner en préictica el método de la presente Invencién deberdn
contener entre aproximadamente 0,1 pg y aproximadamente 100 mg de
antagonisia de IL-21/1L.-21R por kg de peso corporal.

[0159] La duracion de la terapia Intravgnosa usando la composicién

farmacéutica de la presente invencién variar& dependiendo de la severidad de
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la enfermedad y la condicién a tratar, y de la respuesta idioslncraticé potencial
de cada paciente indlvidual. Se contempla que la duracién de cada aplicacion
del antagonista de IL-21/IL-21R estard en el rango de entre 12 y 24 horas
administracion intravenosa continua. Finalmente, el médico a cargo decldiré la
duracién aproplada de la terapia Intravenosa usando la composicion
farmacéutica de la presente invencién.

[011_50] Se espera que los polinucledtidos y las proteinas de la presente
invencion presentarén uno o més de los usos o las actividades biolégicas
(incluyendo aquellas ascciadas con los ensayos clitados en la presents
documentacion) identificadas en la presente documentacién. Los usos o ias
actividades descriptas para las protelnas de la presente invencién pueden
proporcionarse administrando o usando estas proteinas, o adminlstrando o
usando los polinucledtidos que codifican estas proteinas (tales como, por
ajemplo, en terapia génica o en vectores apropiados para introducir el ADN).
Usos de los antagonistas de IL-21/IL-21R para reducir la actividad de las
células Inmunes

[0161] En adn otro aspecto, la Invencidn proporciona un método para inhibir la
actividad de una célula inmune, por ejemplo, células T maduras (células T
CD8+ maduras, células T CD4+ maduras), células NK maduras, células B,
macréfagos y magacariocitos, o una poblacién de éstas, que comprende poner
en contacto una poblacién de células T con un antagonista de IL-21/IL-21R, en
una cantidad suficiente para inhibir la actividad de la célula inmune o la
poblacién de células inmunes. Los antagonistas de IL-21 y/o IL-21R (por
ejemplo, una proteina de fusién o un anticuerpo neutralizador, como se

describe en la presente documentacién) también pueden administrarse a los
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sujetos en los que se desee inhibir una respuesta inmune. Estas condiciones o
trastomos incluyen, por ejemplo, trastomnos autoinmunes (por ejemplo,
trastomos artriticos, RA, IBD), SLE, asma, glomerulonefritis, psoriasis, o
transplantes de injertos/érganos (y el rechazo relaclonado con éstos).

[0162] Los solicitantes han demostrado que una reduccién de la actividad de
IL-21R mediante el uso de una proteina de fusién neutralizadora, qua incluye el
dominio extracelular de iL-21R fusionado a una reglén F¢ de inmunoglobulina,
mejora los sintomas de inflamaclén en modelos animales de artritis Inducida
por colageno (CIA) (EJemplo 7), asi como en modelos animales de la
enfermedad de Crohn, la colitls ulcerativa y la IBD (Ejemplos 9 y 11), rechazo
de injertos (Ejemplo 10), psoriasis (Ejemplo 11) y lupus (Ejemplo 13). La
expresién del ARNm de IL-21R estd regulada positivamente en las patas de
ratones con CIA (Ejemplo 8). Los ratones con deficienclas de IL-21I'R presentan
una reduccién en la Inflamaclén de las vias respiratorias inducida por antigenos
(Ejemplo 12). Por consigulents, pueden usarse agentes aglutinantes de IL-21R
que antagonizan la actividad de 1L-21/IL-21R para inducir la supresién inmune
in vivo, por ejemplo, para tratar o prevenir las patologias asociada_s con las
células Inmunes, incluyendo los trastomos autoinmunes (por ejemplo,
trastomnos artriticos, RA, IBD), SLE, glomerulonefritis, asma, psoriasis, o
transplante de injertos/érganos.

[0163] El mapa del ADN de IL-21R tamblén presenta el locus cromosdmico de
la enfermedad de Crohn, por lo que proporciona un soporte adiclonal para el
uso de antagonistas de IL-21/IL-21R en el tratamiento de la enfermedad de
Crohn y otras enfermedades intestinales inflamatorias. '

[0164] Este método también puede usarse para modular (por ejemplo, inhibir)
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la actividad, por ejemplo, la proliferacion, la diferenciacién, la supervivencia de
una célula inmune, y por consiguiente puede usarse para tratar o prevenir una
variedad de trastomos inmune. Los ejemplos no limitantes de los trastomo que
pueden tratarse © prevenirse incluyen, sin limitaciones, el rechazo de
transpiantes, las enfermedades autoinmunes (incluyendo, por ejemplo,
diabetes mellitus, artritis (incluyendo RA, RA juvenil, ostecartritis (OA), artritis
psoridtica), esclerosis mdlltiple, encefalomieliis, miastenia gravis, SLE,
glo;'nerulonefritis, tiroiditis autoinmune, dermatitis (incluyendo dermatitis at6pica
y dermatitis eccematosa), psoriasis y condiclones cutaneas relacionadas (por
ajemplo, condiciones asociadas con ef dafio provocado por los rayos UV, por
ejemplo, fotoenvejecimiento, dermatitis atdpica, linfoma de células T cutdneas;
‘tales como micosis fungoides, dermatitis de contacto alérgica e imitante, liquen
plano, alopecia areata, vitiligo, pénfigoide en cicatrices oculares y urticaria),
sindrome de Sjdgren, enfarmedad de Crohn, Gicera aftosa, Iritis, colitis
ulcerativa, espondiloartropatia, espondilitie anquilosants, asma intrinseco,
asma alérgico, enfermedad obstructiva puimonar conica(COPD), fibrosia
pulmonar intersticial, lupus eritematoso cutdneo, escleroderma, erupciones
relaclonadas con drogas, uveitls autoinmune, encefalomielitis alérgica,
granulomatosis de Wegener, hepatitis, sindrome de Stevens-Johnson,
erupciones idiopaticas, enfermedad de Graves, sarcoidosis, fibrosis hepética,
cirrosis biliar primaria, uveltis posterior, enfermedad del injerto versus el
huésped, y alergia, tal como alergia atdpica. Los trastomos preferidos que
pueden {ratarse usando los antagonistas de IL-21/IL.-21R incjuyen los
trastomos artriticos (por ejemplo, RA, RA juvenil, OA, ariritls psorigtica y

espondilitis anquilosante (preferiblements, ariritis reumatoide)), esclerosis
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miltiple, diabetes tipo I, lupus (SLE), IBD (enfermedad de Crohn, colltis
ulcerativa), asma, vasculitis, alergia, escleroderma, glomerulonefritis y
psoriasis. '
[0165] En ofra realizacién, pueden usarse los antagonistas de IL-21/IL-21R,
solos o en combinacién con otros agentes terapéuticos como los que se
describen en la presente documentacién (por ejemplo, antagonistas de TNF),
par; tratar el mieloma moitiple y los tumores linfociticos malignos B
relacionados (Brenne et al. (2002) Biood 99(10):3756-62).
[0166] Usando los antagonistas de IL.-21/IL.-21R, es posible modular Ias
respuestas Inmunes de una cantidad de formas. La regulacion negativa puede
tomar la forma de la inhibicién o el bloqueo de una respuesta inmuhe que ya
estd en progréso. o puede comprender la induccién de una respuesta inmune.
Pueden Inhibirse las funciones de las células T activadas suprimiendo las
respuestas de las células T o induclendo tolerancia especifica en células T, o
ambas. La inmunosupresién de las respuestas de las células T es
generalmente un proceso activo, sin especificldad antigénica, que requlere de
la exposicidon continua de las células T al agente supresor. La tolarancia, que
comprende la Induccién de la ausencla de respuesta o la anergia en las céiulas
T, se distingue de la inmunosupresion porque generaimente presenta
especificidad antigénica y persiste después de que ha terminado la expasicién
al agente generador de tolerancia. En términos operativos, puede demostrarse
la tolerancia a través de la ausencla de una respuesta de las células T al
provocar una nueva exposicién a un antigeno especifico en ausencia del
agente generador de tolerancia.

[0167] La regulacién negativa o la prevencién de las funciones inmunes, por
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ejemplo, usando antagonistas de IL-21/IL-21R, ser& (til en situaciones de
transplante de tejidos, plel y 6rganocs, y en ia enfermedad del injerto versus el
huésped (GVHD). Por ejemplo, la inhibicidn de la funcidn de las células T
reducira la destruccién de los tejidos en el transplante de tejidos. Tiplcaments,
en los transplantes de tejidos, el rechazo del tranaplante comenzard con el
reconocimiento de éste como extrafio por las células T, a lo que seguird una
reaccion inmune que destrulrd el transplante. La administracién de un
antagonista de IL-21/IL-21R, solo o en combinacién con una molécula que
inhiba o bloguee la interaccién con otros efectores inmunes, antes, durante o
después del transplante, podra servir para reducir las respuestas inmunes.

[0168] Podré evaluarse la eficacia de los antagonistas de IL-21AL-21R en la
prevencién del rechazo de transplantes de érganos o la GVHD usando
modelos en animales que puedan predecir la eficacia y la dosificacion en seres
humanos. Los ejemplos de sistemas apropiados que pueden usarse incluyen
injertos cardiacos alogenéicos en ratas e injertos xenogenéicos de islotes
pancredticos en ratones, ambos usados para examinar los efectos de
inmunosupresién de las proteinas de fusién CTLA4 ig /n vivo, como se
describe en Lenschow et al. (1992) Science 257:789-92 y Turka et al. (1992)
Proc. Natl. Acad. Scl U.S.A., 89:11102-05. Tamblén pueden evaluarse los
antagonistas de IL-21/IL-21R en otros modelos animales, por ejemplo, en
modelos murinos de aloinjertos cardiacos vascularizados, y aloinjertos
cutaneos de grosor completo. El modelo puede servir para evaluar el rechazo
de tgjldos con faltas de coincidencias de MHC competas, y puede combinar el
bloqueo de IL-21 con la transfusién de linfocitos especificos para el donante.

Ademas, pueden usarse modelos murinos de GVHD (véase, por ejemplo, Paul

av
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ed., Fundamental iInmunology, Raven Press, Nueva York (1989) pp. 846-47)
para determinar el efecto de los antagonistas de IL-21/IR-21R /n vivo sobre el
desarrolio de GVHD o SLE. También puede evaluarse la eficacia de los
antagonistas de IL-21/IL-21R en la prevencién del rechazo de transplantes de
oérganos o la GVHD en combinacién con otros agentes terapéuticos, por
ejemplo, un inmunosupresor, tal como rapamicina, clclosporina o CTLA4g.
[0169]) Los antagonistas de IL-21/1L.-21R también pueden tener utilidad
terapéutica en el tratamiento de enfermedades autoinmunes. Muchos
trastomos autoinmunes son el resultado de la activacién inapropiada de las
células T, las cuales reacclonan contra los tejidos del huésped y promueven Ia
produccidn de cltoquinas y autoanticuerpos que participan en la pa'tologla de
las enfermedades. La prevencibn de la activacibn de las células T
autorreactivas puede reducir o eliminar los sintomas de enfermedad. Puede
usarse la administracion de antagonistas de IL-21/IL-21R, solos o en
combinacién con otros agentes (por ejemplo, como se describe en la presente
documentacién), para Inhibir la activacién de las células T y prevenir la
produccion de autoanticuerpos o cltoquinas derivadas de células T que
participen en el proceso de enfermedad. Adiclonaimente, los antagonistas de
IL-24/1L-21R, solos 0 en combinacién con otros agentes (por ejemplo, como se
describe en la presente documentacion), incrementa la tolerancia con
especificidad antigénica de las células T autorreactivas y conduce a un alivio a
largo plazo de la enfermedad. Puede determinarse la eficacia de estos agentes
en la prevencién o el allvio de los trastomos autoinmunes usando una cantidad
de modelos animales bien caracterizados de enfermedades autoinmunes

humanas. Los ejemplos incluyen encefalitis éutoinmuna murina experimental,
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lupus eritematoso sistémico en ratones MRL/pr/pr o ratones hibridos NZB,
artritis autoinmune inducida por coldgeno en ratones, diabetes mellitus en
ratones NOD y ratas BB, y miastenla gravis murina experimental (véase, por
ejemplo, Paul editor, Fundamental Inmunology, Raven Press, Nueva York
(1989) pp. 840-58).

[0170] En una realizacion, se administran los antagonistas de IL-21/1L-21R, por
elemplo, composiciones farmacéuticas de éstos, en una terapla de
combinacién, es decir, combinados con otros agentes, por ejemplo, agentes
terapéuticos (tiles para tratar condiciones o trastomos patolégicos, tales como
trastornos inmunes e inflamatorics. En este contexto, el término “en
combinacién® denota que los agentes se administran en forma sustancialmente
contemporanea, ya sea en fomma simultdnea o consecutiva. 'SI se los
administra en forma consecutiva, al inicio de la administracién del segundo
compuesto, el primero de los dos compuestos preferiblemente aln podré
detectarse en concentraclones efectivas en el sitio de tratamiento o en el
sujeto. _

[0171] Por ejemplo, la terapia de combinacién puede Incluir uno o mas
antagonistas de 1L-21/IL-21R, por ejemplo, un anticuerpo o una porcién de
unién a antigeno de éste (por ejemplo, un anticuerpo quimérico, humanizado,
humano o generado /n vifro, o un fragmento de unién a antigeno de éste)
contra IL-21 o un receptor de IL-21, una proteina de fusion de IL-21, un
receptor IL-21 soluble, un inhibldor peptidico 0 una pequefia molécula
inhibidora), coformulado y/o coadministrado con uno o més agentes
terapéuticos adicionales, por ejemplo, una o mas citoquinas e inhibidores de

factores de crecimiento, inmunosupresores, agentes antiinflamatorios,
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inhibidores metabdlicos, [nhibidores enziméticos y/o agentes citotéxicos o
citostaticos, como se describe con mayor detalle en la presents
documentacion. Ademas, puede usarse uno o mas antagonistas de IL-21/IL-
21R deacriptos en la presente documentacidén en combinacién con dos 0 mas
de los agentes terapéuticos descriptos en la presente documentacion. Estas
terapias de combinacidon pueden utilizar ventajosamente dosificaciones
menores de los agentes terapéuticos administrados, por io que se evitan las
toxicidades o las complicaciones posibles asocladas con las distintas
monoterapias. Mas alin, los agentes terapéuticos descriptos en la presente
documentacién actGan sobre vias que difieren de la via de! receptor IL-21/IL-
21R, y por consiguiente sa espera que mejoren y/o presenten sinarglsmo con
los efectos de los antagonistas de IL-21/IL-21R.

[0172] Los agentes terapéuticos preferidos usados en combinacién con un
antagonista de IL-21/IL-21R son aquollos. agentes que interfieren en distintas
etapas en la respuesta autolnmune e Inflamatoria subsiguiente. En una
reallzacién, puede coformularse y/o coadministrarse uno o més antagonistas
de IL-21/IL-21R descriptos en la presente documentacién con uno o0 mas
agentes adicionales, tales como ofras citoquinas u otros antagonistas de
factores de crecimiento (por ejemplo, receptores solubles, inhibidores
peptidicos, pequefias moléculas, fusiones de ligandos); o anticuerpos o
fragmentos de unién a antigenc de éstos que se unan a otros blancos (por
ajemplo, anticuerpos que se unan a otras citoquinas o factores da crecimiento,
sus receptores u otras moléculas en la superficie de las células); y citoquinas
antiinflamatorias o agonistas de éstas'. Los ejemplos no limitantes de agentes

que pueden usarse en combinacién con el antagonista de IL-21/IL-21R
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descripto en la pras'ente documentacién incluyen, sin limitaciones, antagonistas
de una o mas interleuquinas (IL) o sus receptores, por ejemplo, antagonistas
de IL-1, IL-2, IL-B, IL-7, IL-8, IL-12, IL-13, iL-15, IL-16, IL-18 e [L-22;
antagonistas de cltoquinas o factores de cracimiento o sus receptores, tal como
ol factor de necrosis tumoral (TNF), LT, EMAP-Il, GM-CSF, FGF y PDGF.
También pueden combinarse los antagonistas de IL-21/IL-24R con inhibidores,
por ejemplo, con anticuerpos contra moléculas de la superficie celular, tales
como CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD68, CD80
(B7.1), CD86 (B7.2), CDS0 o sus ligandos, incluyendo CD154 (gp38 o CD40L),
o LFA-1/ ICAM-1 y VLA4/NCAM-1 (Yusuf-Makaglansar et al. (2002) Med. Res.
Rev. 22(2):146-67). Los antagonistas preferidos que pueden usarse en
combinaciéon con los antagonistas de IL-21/IL-21R descriptos en la presente
documentacién incluyen antagonistas de IL-1, IL-8, IL-12, TNFa, IL-15, IL-17,
IL-18 o IL-22.

[0173] Los ejemplos de aquellos agentes incluyen antagonistas de IL-12, tales
oorﬁo anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o generados in vitro (o
fragmentos de unidn a antigeno de éstos) que se unen a IL-12 (preferiblemente
IL-12 humano), por ejemplo, el anticuerpo descripto en WO 00/56772,
Genetics Institute/BASF); inhibidores del receptor de IL-12, por ejemplo.
anticuerpos contra el receptor de iL-12 humano; y fragmentos solubles del
receptor de IL.-12, por ejemplo, el receptor de IL-12 humano. Los ejemplos de
antagonistas ds IL.-8 incluyen anticuerpos (o fragmentos de union a antigeno
de éstos) contra IL-6 o0 su receptor, por ejemplo, anticuerpos quiméricos,
humanizados, humanos o generados In vitro contra IL-8 humano o su receptor,

fragmentos solubles del receptor de IL-6, y- proteinas de unién a IL-8. Los
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ejemplos de antagonistas de IL-15 incluyen anticuerpos (o fragmentos de unién
a antigeno de éstos) contra IL-15 o su receptor, por ejemplo, anticuerpos
quiméricos, humanizados, humanos o generados in vitro contra IL-15 humano
o su receptor, fragmentos solubles del receptor IL-15 y proteinas de unién a IL-
15. Los ejemplos de antagonistas de IL-18 incluyen anticuerpos, por ejamplg.
anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o generados in vito (o
fragmentos de unién a antigeno de éstos), contra IL-18 humano, fragmentos
solubles del recaptor IL-18 y proteinas de unién a IL-18 ({L-18BP, Mallat et al.
(2001) Circ. Res. 89:041-45). Los ejemplos de antagonistas de IL-1 incluyen
inhibidores e la enzima convertidora de interleuquina-1 (ICE), tales como
Vx740, antagonistas de IL-1, por ejemplo, IL-1RA {ANIKINRA™, Amgen),
siL1RIl {(Inmunex), y anticuerpos contra el receptor de IL-1 (o0 fragmentos de
unién a antigeno de éstos).

[0174) Los ejemplos de antagonistas de TNF Incluyen anticuerpos quiméricos,
humanizados, humanos o generados In vitro (o fragmentos de unién a antigeno
de éstos) contra TNF (por ejemplo, TNFa humano), tales como D2E?,
(anticuerpo contra TNFa humano, Patente de los EEUU N° 8258562; BASF),
CDP-571/CDP-870/BAY-10-3356 (anticuerpo  anti-TNFe  humanizado;
Celltech/Pharmacia), cA2 (anticuerpo ant-TNFa quimérico; REMICADE",
Centocor); fragmentos de anticuerpos anti-TNF (por ejemplo, CPD870);
fragmentos solubles de receptores de TNF,:por ejemplo, receptor-as de TNF
humanos p55 o p75, o derivados de éstos, por ejemplo, 75 kdTNFR-IgG
(proteina de fusién de 75 kDa del receptor de TNF e IgG, ENBREL™; Inmunex;
véase, por ejemplo, Arthritls & Rheumatism (1994) Vol. 37, S295; J. Invest.
Med. (1998) Vol. 44, 235A), p55 kdTNFR-IgG (protaina de fusién de 55 kDa del
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receptor de TNF e IgG (Lenercept)); antagonistas enziméticos, por ejempio,
inhibidores de la enzima convertidora de TNFa (TACE) (por ejemplo, un
derivado de acido al_fa-surfonll hidroxamico, WO 01/55112, y el inhibidor TACE
de N-hidroxiformamida GW 3333, -005, 0 -022); y TNF-bp/s-TNFR (proteina de
uniébn a TNF soluble; véase, por ejlemplo, Arthritis & Rheumatism (1896) Vol.
39, N° 9 (suplemento), S284; Amer. J. Physiol. - Heart and Circulatory
Physiology (19985) Vol. 268, pp. 37-42). Los antagonistas de TNF preferidos
son fragmentos solubles de los receptores de TNF, por ejemplo, receptores de
TNF humanos p55 o p75, o derivados de éstos, por ejemplo, 75 kd'f'NFR-IgG.
& inhibidores de la enzima convertidora de TNFa (TACE).
[0175] En ofras realizaciones, puede administrarse el antagonista de IL-21-/IL-
21R descripto en la presente documentacién en combinacién con uno 0 més
de los siguientes: antagonistas de IL-13, por ejemplo, receptores de IL-13
solubles (slL-13) y/o anticuerpos contra IL-13; antagonistas de IL-2, por
ejemplo, DAB 486-IL-2 y/o DAB 388-IL-2 (protelnas de fusi6n IL-2; Seragen;
véa;:a. por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1993) Vol. 38, 1223), v/o
anticuerpos contra IL-2R, por ejemplo, anti-Tac (ant-lL-2R humanizados;
Protein Design Labs, Cancer Res. (1980) Mar 1, 50(5):1485-502). Aln otra
combinacién incluye antagonistas de iL-21 en combinacién con inhibidores
anti-CD4 no debiiitantes (IDEC-CES.1/SB 210398 (anticuerpo pard primates
ant-CD4 no debilitante; IDEC/SmithKline)). Adn otras combinaciones
preferidas incluyen los antagonistas de la via coestimulatoria CD80 (B7.1) o
CD86 (B7.2), incluyendo anticuerpos, receptores solubles o ligandos
antagonlisticos; asl como ligandos glicoproteicos de p-selectina (PSGL),
citoquinas anti-Inflamatorias, por ejemplo, IL-4 (DNAX/Schering); IL-10 (SCH
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52000; IL-10 recombinante DNAX/Schering); IL-13 y TGF, y agonistas de éstos

(por ejemplo, anticuerpos agonistas).

[0176} En otras realizaciones, puede coformularse y/o coadministrarse uno o
mas antagonistas de IL-21/IL-21R con una o mas drogas antiinflamatorias,
inmunosupresores o inhibidores metabdlicos o enziméticos. Los ejempilos no
limitantes de las drogas o los inhibidores que pueden usarse en combinacion
con el antagonista de IL-21 descripto en la presente documentacién incluyen,
sin limitaciones, uno 0 mas de los siguientes: drogas antiinflamatorias no
esteroidales (NSAID), por ejemplo, Ibuprofeno, tenidap (véase, por ejemplo,
Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, N° 9 (suplemento), $280), naproxeno
(véase, por ejemplo, Neuro Report (1996) Vol. 7, pp. 1209-1213), meloxicam,
piroxicam, diclofenac e indometacina; sulfasalazina (véase, por ejemplo,
Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 38, N° 8 (suplemento), S281);
corticosteroides, tales como prednisoiona; drogas antlinflamatorias supresoras
de citoquina (CSAID); inhibidores de la blosintesis de nucledtidos, por ejemplo,
inhibidores de la blosintesis de purinas, antagonistas de folato (por ejemplo,
metotrexato de acido (N-[4-[[(2.4-diamino-8-pteridinil)metiljmetilamino]benzoll]-
L-glutdmico); e Inhibidores de la biosintesis de pirimidina, por ejemplo,
inhibidores de dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH) (por ejemplo,
leflunomida (véase, por ejemplo, Arthritls & Rheumatism (1986) Vol. 38, N° ©
(suplemento), S131; Inflammation Research (1898) Vol. 45, pp. 105!»-107). Los
agentes terapéuticos preferidos para usar en combinacién con los antagonistas
de IL-21/IL-21R incluyen NSAID, CSAID, inhibidores de (DHODH) (por ejemplo,
leflunomida) y antagonistas de folato (por ejemplo, metotrexato).

[0177] Los elemplos de inhibidores adicionales incluyen uno o mas de los
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sigulentes: corticosteroides (orales, Inhalados e Inyectados en forma local);
inmunosupresores, por ejemplo, ciclosporina, tacrolimus (FK-508);, e
inhibidores de mTOR, por ejemplo, sirolimus (rapamicina) ¢ derivados de
rapamicina, por ejemplo, derivados de rapamicina solubles (p.or aejemplo,
derlvados de éster de rapamicina, por ejemplo, CCI-779 (Elit (2002) Current
Opinion Investig. Drugs 3(8):1249-53; Huang et al.. (2002) Current Opinion
Investig. Drugs 3(2):285-304); agentes que interfieren con la sefiallzaclién por
proinflamatorias, tales como TNFa o IL-1 (por ejemplo, Inhlbidoras- de IRAK,
NIK, IKK, p38 o MAP quinasa); Inhibldores de COX2, por ejemplo, celecoxlb y
variantes de éste, MK-886, véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1998)
Vol, 39, N° § (suplemento), S81); inhibidoras de fosfodiesterasa, por ejemplo,
R873401 (inhibidor de fosfodiesterasa tipo IV; véase, por ejemplo, Arthritis &
Rheumatism (1996) Vol. 38, N° 9 (suplemenio), S282)); inhibidores de
fosfolipasa, por ejemplo, inhibidores de la fosfolipasa citosélica 2 (cPLA2) (por
ejemplo, andlogos de trifluorometil cetona (Patente de los EEUU N 6350882));
Inhibidores del factor de crecimiento de las células del endotelic vascular o del
receptor del factor de crecimiento, por ejemplo, Inhibldores de VEGF y/o
inhibidores de VEGF-R; Inhibidores de la anglogénesis. Los agentes
terapéuticos preferidos para usar en combinacion con los antagonistas de IL-
21/1L-21R incluyen inmunosupresores, por elemplo, ciclosporina, tacrolimus
(FK-508); e inhlbidores de mTOR, por ejen:lplo. sirolimus (rapamicina) o
derivados de rapamicina, por ejemplo, derivados de rapamicina solubles (por
ejemplo, derivados de éster de rapamicina, por ejemplo, CCIl-779; inhibidores
de COX2, por ejemplo, celecoxib y varantes de ésie; e inhibidores de
fosfolipase, por ejemplo, Inhibidores de la fos_follpaaa citosélida 2 (cPLA2) (por
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e]er-nplo. anélogos de trifluoromaetil cetona).

[0178] Otros ejempios de agentes terapéuticos que puaden combinarse con un
antagonista de IL-21/IL-21R incluyen uno o més de los siguisntes: 6-
mercaptopurinas (6-MP);, azatioprina sulfasalazina; mesalazina; olsalazina
cloroquina/hidroxicloroquina; pencilamina; aurotiomalato (intramuscular y oral);
azatioprina; colchicina; agonistas del adrenomeceptor beta-2 (salbutamol,
terbutalina, saimeteral); xantinas (teofiina, aminofilina); cromoglicato;
nedocromil; cetotifeno; ipratropio y oxitropio; micofenolato mofetil; agonistas de
adenosina; agentes antitrombdtico; inhibidores del complemento; y agentes
adrenérgicos. '

[0179] El uso de los antagonistas de IL-21/IL-21R descriptos en la presente
documentacién, en combinacién con otros agentes terapéuticos, para tratar o
prevenir trastomos inmunes especificos, se describe con mayor detalle en la
presente documentacion.

[0180] Los ejemplos no limitantes de agentes para tratar o prevenir trastomos
artriticos (por ejemplo, RA, ariritis inflamatoria, RA juvenil OA. y artritis
psoridtica) con los que puede combinarse un antagonista de IL-21/IL-21R
incluyen uno o mas de los siguientes: antagonistas de IL-12 como se describe
en la presente documentaclén, NSAID; CSAID; TNF, por ejemplo, antagonistas
de TNFa como se describe en |a presente documentacién; anticuerpos anti-
CD4 no exhaustivos como se describe en la presente documentacion;
antagonistas de IL-2 como se describe en la presente docu_marrtaclén:
citoquinas antiinflamatorias, por ejemplo, IL-4, IL-10, IL-13 y TGFa, o agonistas
de éstos; antagonistas del rac_:eptor de IL-1 o IL-1, como se describe en la

presente documentacién); inhibidores de fosfodlesterasa como se describe en

28\
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la presents documentacién; inhibidores de COX-2 como se describe en la
_ presente documentacién; lloprost (véase, por ejemplo, Arthritis & Rl:leumatism
(1886) Voli. 38, N° 9 (suplemento), 582); metotrexato; talidomida (véase, por
ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, N° 9 (suplemento), S282) y

drogas relacionadas con la talidomida (por ejemplo, Celgen); leflunomida; |

inhibidoras de la activacién de! plasminégeno, por ejemplo, acido tranexamico
(véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatiam (1996) Vol. 39, N° 9 (suplemento),
$284); inhibidores de cltoquina, por ejemplo, T-814; véase, por ejemplo,
Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 38, N° 9 (suplemento), $282);
prostaglandina E1 (véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1986) Vol. 59.
N° 8 (suplemento), S282); azatioprina (véase, por ejemplo, Arthritis &
Rheumatism (1996) Vol. 39, N° 9 (suplemento), $281); un Inhibidor de la
enzima convertidora de interleuquina-1 (ICE); zap-70 y/o un inhibidor Ick
(Inhibidor de la tirosin quinasa zap-70 o Ick); un Inhibldor del receptor del factor
de crecimiento de las células del endotelio vascular como se describe en la
presente documentacién; un inhibidor de la angiogénesis como se describe en
la presente documentacién; drogas corticosteroidales antiinflamatorias (por
ejemplo, SB203580); Inhibidores de TNF-convertasa; Interileuquina-11 (véase,
por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, N° 9 (suplemento), S2986);
IL-1'3. (véase, por ejemplo, Arthritie & Rheumatism (1996) Vol. 39, N° 9
(suplemento), S308); Inhibidores de IL-17 {véase, por elemplo, Asthritis &
Rheumatism (19986) Vol. 39, N® 9 (suplemento), S120); oro; penicllamina;
cloroquina; hidroxicloroquina; clorambucil; clclofosfamida; ciclosporina;
iradiacién linfoide total; globullna anti-timocitos; toxinas CD5; péptidos de
administracidn oral y coldgeno; lobenzarit disodio; Agentes Reguladores de

13212
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Citoquina (CRA) HP228 y HP468 (Houghten Pharmacsuticals, inc.);
oligonucledtidos de fosforotioato antisentido 1ICAM-1 (ISIS 2302; Isis
Pharmacasuticals, Inc.); receptores de complemento solubles 1 (TP10; T Caell
Sclences, Inc.). prednisona; orgoteina; polisulfato de glicosaminoglicano;
minbciclina; anticuerpos antl-IL-2R; lipldos marinos y botdnicos (&cidos grasos
de peces y semillas de plantas; véase, por aejemplo, DelLuca et al. (1985)
Rheum. Dis. Clin. North Am. 21:758-777), auranofina; fenilbutazona; &cido
meclofenémico; écido flufenémico; globulina Inmune Intravenosa; zlleuton;
écido micofendlico (RS-61443), tacrolimus (FK-508); sirolimus (rapamicina);
amiprilosa (terafectina), cladribina (2-clorodeoxiadenosina); y azaribina. Las
combinaciones preferidags incluyen uno o més antagonistas de IL-21 en
combinacién con metotrexato o leflunomida, y en casos de artritls moderada o
gevera, ciclosporina.

[0181] Los ejemplos preferidos de inhlbidores para usar en comblinacién con
los antagonistas de IL-21/IL-21R en el tratamiento de frastomos artriticos
incluyen antagonistas de TNF {(por ejemplo, anticuerpos -qulmérloos.
humanizados, humanos o generados in vitro, o fragmentos de unién a antigeno
de éstos, que 8e unen a TNF; fragmentos solubles de un receptor de TNF, por
gjemplo, ol receptor de TNF humano p55 o p75, o derivados de éste, por
gjemplo, 75 kdTNFR-IgG (protelna de fusién de 75 kDa del receptor de TNF e
[gG, ENBREL™), protelna de fusién de 55 kDa del receptor de TNF e IgG;
antagonistas anziméticos de TNF, por ejemplo, inhibldores de la enzima
convertidora de TNFa (TACE)); antagonistas de IL-8, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18,
IL-22; agentes debilitantes de células T y células B (por elemplo, anticuerpos
ant-CD4 o anti-CD22); pequefias moléculas inhibidoras, por ejemplo,
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metotrexato y leflunomida; sirolimus (rapamicina) y andlogos de ésta, por
eje|-1'|plo. CCI-779; Cox-2 e inhibidores de cPLA2; NSAID; inhibidores de p38,
inhibidores de TPL-2, Mk-2 y NFxb; RAGE o RAGE soluble; P-selectina o
inhibidores de PSGL-1 (por ejemplo, pequefias moléculas inhibidoras,
anticuerpos contra éstas, por ejemplo, anticuerpos contra P-selectina);
agonistas del receptor de estrégeno beta (ERB) o antagonistas de ERB-NFkb.
Los agentas terapéuticos adiclonales mas preferidos que pueden
coadministrarse y/o coformularse con uno o més antagonistas de IL-21/IL-21R
incluyen uno o méas de los siguientes: un fragmento soluble de a receptor de
TNF, por ejemplo, receptor de TNF humano p55 o p75, o derivados de éste,
por ejemplo, 75 kdTNFR-IgG (proteina de fusién de 75 kDa del recepior de
TNF e IgG, ENBREL™), metotrexato, leflunomida, o un sirolimus (rapamicina)
o0 uri analogo de éste, por ejlemplo, CCI-779.

[0182] Los ejemplos no limitantes de agentes para tratar o prevenir la
esclerosis multiple con los cuales puede combinarse un antagonista de IL-21-
/IL-21R incluyen los siguientes: interferones, por ejemplo, interferdn-alfata (por
ejemplo, AVONEX™; Biogen) e interferén-1b (BETASERON™; Chiran/Berlex);
Copolimero 1 (Cop-1; COPAXONE™; Teva Phamaceutical industries, Inc.);
oxigeno hiperbérico; inmunoglobulina intravenosa; clabribina; antagonistas de
TNF como se describe en la presenta documentacién; corticosteroides;
prednisolona; metilprednisolona; azatioprina; ciclofosfamida; ciclosporina;
metotrexato; 4-aminopiridina; y tizanidina. Otros antagonistas que pueden
usarse en combinacion con IL-21 incluyen anticuerpos o antagonistas de otras
citoquinas o factores de crecimiento humanos, por ejemplo, TNF, L:I'. IL- 1, IL-
2, IL-8, IL-7, IL-8, IL-12 IL-15, IL-16, IL-18, EMAP-11, GM-CSF, FGF y PDGF.
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Pueden combinarse los antagonistas de IL-21 descriptos en la presente
documentacion con anticuerpos contra moléculas de Ia superficle celular, tales
como CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CDB9, CDBO,
CD86, CD90 o sus ligandos. Los antagonistas de IL-21 tamblén pueden
combinarse con agentes, tales como metotrexato, ciclosporina, FK508,
rapamicina, micofenolato mofetil, leflunomida, NSAID, por ejemplo, Ibuprofeno,
corticosteroides, tales como prednisolona, Inhibidores de fosfodiesterasa,
agonistas de adenosina, agentes antitrombéticos, Inhibidores del
complemento, agentes adrenérgicos, agentes que interfieren con la
sen;alizacién por citoquinas proinflamatorias, como se describe en ia presents
documentacién, Inhibidores de las enzimas convertidoras de IL-1b (por
ejemplo, Vx740), anti-P7s, PSGL, inhibidores de TACE, inhlbidores de la
sefializacion por células T, tales como Inhibldores de quinasas, Inhibidores de
metaloproteinasa, sulfasalazina, azatioprina, 6-mercaptopurinas, inhibldoras de
la enzima convertidora de angiotensalna, receptores de clioquina solubles y
derivados de éstos, como se describe en la presente documentacién, y
citoquinas antiinflamatorias (por ejemplo IL-4, IL-10, IL-13 y TGF).

[0183] Los ejemplos de agentes terapéuticos preferidos para tratar la
esclerosis muiltiple con los cuales pueden combinarse los antagonistas de IL-21
incluyen Interferdn-b, por ejemplo, IFNS-1a y IFNg-1b; . copaxona,
corticosteroides, inhibidores de IL-1, inhibidores de TNF, anticuerpos contra los
ligandos CD40 y CDB80, antagonistas de IL-12.

[0184] Los ejemplos no limitantes de agentes para tratar o prevenir la
enfermedad Intestinal inflamatoria (enfarmedad de Crohn; colltis ulcerativa) con
los cuales puede combinarse un antagonista de IL-21/IL-21R Incluyen los
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siguientes: budendsido; factor de crecimiento epidérmico; corticosteroides;
ciclosporina, sulfasalazina; aminosalicilatos; 6-mercapiopurina; azatioprina;
metronidazol; Inhiblr:lores de lipoxigenasa; mesalamina; olsalazina; balsalazida;
antioxidantes; Inhibidores de tromboxano; antagonistas de receptor de IL-1;
anticuerpos monocionales anti-lL-1; anticuerpos monoclonales anti-IL-6;
factores de crecimiento; Inhibidores de elastasa; compuestos de piridinil-
imidazol; antagonistas de TNF como se descrbe en la presente
documentacion; citoquinas IL-4, IL-10, IL-13 y/o TGFb, o agonistas do éstas
(por ejemplo, anticuerpos agonistas); IL-11; pdrodrogas de prednisolona
conjugadas con glucurbnido o dextrano, dexametasona o budesonida;
oligonucledtidos de fosforoticato antisentido ICAM-1 (ISIS 2302; lsis
Pharmmaceuticals, Inc.); receptor de complemento soluble 1 (TP10; T Cell
Sciances, Inc.); mesalazina de liberacidn lenta; metotrexato; antagonistas del
factor de activacion de plaquetas(PAF); ciprofloxacina; y lignocaina.

[0185] En una realizacién, puede usarse un antagonista de IL-21/IL-21R en
combinacién con uno o mas anticuerpos dirigidos contra otros blancos que
participan en la regulacién de las respuesias inmunes, por ejemplo, en el
recl.\azo de transplantes, la enfermedad del injerto versus el huésped u otros
trastomos relacionados con la respuesta inmune. Los ejemplos no limitantes
de agentes para tratar o prevenir las respuestas inmunes con los cuales puede
combinarse un antagonista de IL-21/IL-21R de la invencién incluyen los
sigulentes: anticuerpos contra moléculas de la superficie celular o sus ligandos,
incluyendo, sin limitaciones, CD25 (IL-2 receptor-a), CD11a (LFA-1), CD54
(ICAM-1), CD4, CD40, CD40L, CD45, CD28/CTLA4, CD80 (B7-1) y/o CD88
(B7-2). En aun otra realizacién, puede usarse un antagonista de IL-21/1L-21R

286
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en combinacién con corticosteroides; sirolimus (rapamicina) y analogos de
éstos, por ejemplo, CCI-779; ciclosporina A; FK508; FTY720; azatioprina;
ciclefosfamida; metotrexato; anticuerpos anti-IL-2R, por ejemﬁlo, i)asiliﬁmab.
daclizumab; cA2 (anticuerpo anti-TNFa quimérico; REMICADE™, Centocor);
anticuerpos anti-CD3 (por ejemplo, muromdna&CD3); Copolimero 1 (Cop-1;

3]

COPAXONE™; Teva Pharmaceutical Industries, Inc.); desoxispergualina; y

micofenolato mofetil.

[0186] Los ejemplos no limitantes de agentes para tratar o prevenir la psoriasis. :

y otras condiciones cutaneas con los cuales puede combinarse un antagonista
de IL-21/IL-21R incluyen uno o mas de los siguientes: inhibidores de CD2 o de
las interacciones de LFA-3 (por ejemplo, polipéptidos CD2 o LFA solubles,
tales como fusiones Fc, o anticuerpos contra CD2 o LFA-3), ciclosporina A,
prednisona, FK506, metotrexato, PUVA, luz UV, esteroides, retinoides,
interferon o mostaza de nitrégeno. Los ejemplos de agentes preferidos que
pueden usarse en combinacién con un antagonista de IL.-21/IL-21R incluyen
ciclosporina A y metotrexato.

[0187] Los ejemplos no limitantes de agentes para tratar o prevenir el asma
con los cuales puede combinarse un antagonista de IL-21/IL-21R incluyen uno
0 mas de los siguientes: broncodilatadores inhalados, por ejemplo, birbuterol,
bitolterol, metaproterenol; agonistas del adrenoceptor beta 2, por ejemplo,
albuterol, terbutalina, salmeterol, formoterol: antimuscarinicos, por ejemplo,
ipratropio, oxitropio; corticosteroides sistémicos, por ejemplo, prednisona,
prednisolona, dexametasona;

corticosteroides inhalados,

por ejemplo,
fluticasona, budesonida, beclometasona, mometasona; antagonistas de

leucotrieno, por sjemplo, montelukast sodio, zafirlukast; estabilizadores de
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mastocitos, por ejemplo, cromolin sodio, nedocromil; omalizumab (XOLAIR™;
Genentech/Novartis); o inhibidores de COX-2, como se desscrlba en la presente
documentacion.

[0188] Los ejemplos no limitantes de agentés para trata:r O prevenir el lupus
(por ejemplo, el SLE) con los cuales puede combinarse un antégonista de IL-
21/IL.-21R incluyen uno o més de ios siguientes: antagonistas de IL-6/IL-6R,
por ejemplo, anticuerpos anti-IL-6 o anti-IL-6R; NSAID; corticosteroides, por
ejemplo, dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisolona,
prednisona; azatioprina, ciclofosfamida, hidroxicloroquina o cloroquina.

[0189] Por consiguiente, otro aspecto de la presente invencién se relaciona
con conjuntos de elementos para llevar a cabo la administracién combinada de
los antagonistas de IL-21/IL-21R con otros compuestos terapéuticos. En una
realizacién, el conjunto de elementos comprende uno o mas agentes
aglutinantes formulados en un vehiculo farmacéutico, y al menos un agente,
por ejemplo, un agente terapéutico, formulado segtn sea apropiado, en una o
mas preparaciones farmacéuticas separadas. -
Ejemplos de trastornos

{0190] La artritis reumatoide es una eﬁfermedad inflamatoria autoinmune que
provoca dolor, hinchazoén, rigidez y pérdida de funci6n en las articulaciones. La
artritis reumatoide cominmente se presenta en un patron simétrico. La
enfermedad puede afectar las articulaciones de las mufiecas y los dedos en la
porcion mas proxima a la mano. También puede afectar otras partes del
cue-rpo. ademas de las articulaciones. Ademas, la gente con artritis reumatoide
puede sufrir de fatiga, fiebre ocasional y un malestar general. Los factores

positivos para la diagnosis de la artritis reumatoide incluyen el anticuerpo en
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sangre del “factor raumatt':ide" y los 'a'ntlcuerpos contra citnullina. Los
antagonistas de IL-21/IL-21R pueden ser Gtiles para tratar, prevenir o aliviar la
artritis reumatoide, o uno o més sintomas de la artritis reumatoide.

[0191] El lupus eritematoso sistémico (SLE) es un trastomo autolnmune que
conduce a la inflamacion y el dafié de varios tejkdos corporales. E! SLE puede
estar mediado por autoanticuerpos dirigidos contra el ADN propio. Ei lupus
puede afectar muchas partes del cuerpo, incluyendo las articulaciones, la plel,
los “riflones, el corazdn, los pulmones, los vasos sanguineos y el cerebro.
Aunque puede haber varios sintomas presentes, algunos de los mas comunes
incluyen |a fatiga extrema, las artlculaciones con dolor o hinchazon (artritls), la
fiebre sin explicaciéon, las erupciones cutdneas y los problemas renales (por
ejemplo, la glomerulonefritis). Los ejemplos de sintomas del lupus incluyen las
articulaciones con dolor o hinchazén, la fiebre sin explicacién y la fatiga
extrema. Puede aparecer una erupcion cutanea rojiza en la nariz y las mejillas.
También puede haber erupciones en la cara y las orejas, la parte superior de
los brazos, los hombros, el pecho y las manos. Otros sintomas del lupus
incluyen dolor en el pecho, pérdida de peso, anemia, Ulceras bucales y dedos
de las manos o los ples pélidos o plrpuras en situaciones de frio o estrés.
Algunas personas también experimentan cefaleas, mareos, . depresidn,
confusiébn o convulsiones. Los factores positivos para la diagnosis del SLE
incluyen los anticuerpos anti-nucleares en circulacion, los anticuerpos anti-DNA
y loa anticuerpos anti-Sm. Los antagonistas de IL-21/IL-21R pueden ser (tiles
para tratar, mejorar (aliviar), o prevenir & SLE o uno o més sintomas del SLE.
[0192] La espondilltis anquilosante es un trastorno autoinmune. que no

solamente afecta solamente la columna, sino que también afecta las caderas,
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los hombros y las rodillas, ya que se inflaman los tendones y los ligamentos
alrededor de los huesos y las articulaciones, o que resulta en dolor y rigidez.
La espondilitis anquilosante tiende a afectar la gente en la adolescencia tardla
o la adultez temprana. Los antagonistas de IL-21/IL-21R pueden ser dtiles para
tratar, prevenir o aliviar la espondilitis anquilosants, 0 uno o més sintomas de
ésta. .

[0193) La enfermedad Intestinal inflamatoria (IBD) es 6l nombre general de las
enfermedades que provocan [a inflamacldn del inteatino. Dos ejemplos de
enfermedades intestinales Inflamatorias son la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerativa. Los antagonistas de IL-21/IL-21R pueden ser Gtlles para tratar,
pravenir o aliviar la enfermedad intestinal inflamatoria 0 uno o0 méas sintomas de
la enfermedad intestinal inflamatoria.

[0194] La enfermedad de Crohn provoca la inflamacion del intestino delgado.
La enfermedad de Crohn cominmente ocurre en la porcién inferior del intestino
delgado (el ilion), pero puede afectar cualquier parte del tracto digestivo, desde
la boca hasta el ano. La inflamacién puede extenderse hasta el recubrimiento
profundo del érgano afectado, lo que provoca dolor y hace que los intestinos se
evacuen frecuentemente, 1o que resuita en dlamea. Los sintomas mas
comunes da |la enfermedad de Crohn son el dolor abdominal, cominmente an
el area inferior derecha, y diarrea. También puede haber hemorragia rectal,
pérdida de peso y fiebre. La hemorragia puede ser seria y persistente, lo que
conduce a anemia. La visualizacién directa del intestino puede ser Gtil para
determinar la extensién de la Inflamacién.

[0195] La colitis ulcerativa es una enfermedad que provoca inflamacion y

Iesidnes. provocadas Ulceras, en el recubrimiento del intestino grueso. La
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inflamacién ocurre comanmente en el recto y la parte inferlor del colon, pero
puede afectar el colon completo. La colitis ulcerativa raramente afecta el
intestino delgado, excepto por la seccién final, denominada ilion terminal. La
inflamacién hace que el colon se evacus con frecusncia, lo que provoca
diarrea. Las Oiceras se forman en lugares donde la Inflamaclén ha matado las
células que recubren el colon; estas llceras sangran y producen pus. Los
sintomas méas comunes de la colitis ulcerativa son el dolor abdominal y la
diarrea con hemormagia. Los paclentes también pueden experimentar fatiga,
pérdida de peso, pérdida de apetito, hemorragia rectal y pérdida de fluldos
corporales y nutrientes. Aproximadamente la mitad de los pacientes tienen
sintomas leves. Otros sufren de flebre frecuente, diarrea con hemorragia,
néuseas y calambres abdominales severos. La colitis ulcerativa también puede
" causar problemas tales como artritis, inflamaclén ocular, enfermedad hepética
(hepatitis, cirrosis y colangitis esclerosante primaria), osteoporosis, erupciones
cutaneas y anemia. La diagnosis de colitls ulcerativa tipicamente depende de
la identificacién de sangre en las heces y la visualizacldn directa del colon.
[0196] La psoriasis es una enfermedad cutAnea crénica que comprende
descamacion e inflamacion. La psoriasis ocurre cuando las células cutdneas
surgen rapidamente desde su origen debajo de la superficie de la piel y se
agrupan en la superficie antes de que tengan la oportunidad de madurar.
Cominmente, este movimiento (también denominado recambio) ocumre en
aproximadamente un mes, pero en la psoriasia puede ocumir solamente en
unos pocos dlas. En su forma tipica, la psoriasis se presenta como parches de
plel inflamada cublerta con escamas plateadas. Estos parches, que algunas

veces se conocen como placas, cominmente pican o duelen. Cominmente
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aparecen en los codos, las rodillas, otras partes de las piemas, el cuero
cabelludo, {a parte inferior de la espaida, {a cara, las paimas y las suelas de los
ples, pero pueden aparecer en la plel de otras partes del cuerpo. La diagnosis
de la psoriasis se basa primarlaments en estos sintomas caracteristicos. Una
biopsla de piel puede ser til en la diagnosis. Los antagonistas de IL-21/ IL-21R
pueden ser Gtiles para tratar, prevenir o allviar la psoriasis, 6 uno o0 méas
sintomas de psoriasis. La artritis psoriatica ocurre en algunos pacientes con
psoriasis, un trastomo de descamaclén de al piel. La artritis psoridtica
cominmente afecta las articulaciones en los extremos de los dedos de las
manos y los ples, y se ve acompafiada por cambios en las ufias de los dedos
de las manos y los ples. Puede ocurrir dolor en la espalda si se ve afectada Ia
columna. Los antagonistas de IL-21IIL-21ﬁ pueden ser (iiles par& tratar,
preyenir o aliviar la psoriasis, o uno o mds sintomas de la psoriaslé o la artritis
psoriatica.

[0197] Las enfermedades glomerulares Incluyen trastomos proliferativos y no
proliferativos. La glomeruloneftitis es un trastomo que se manifiesta a través de
inflamacién intraglomerular y proliferaclon celular (véase, por ejemplo, Hriclk et
al. (1988) New Eng. J. Med. 335:888-99). Las glomerulopatias no prt.)liferatlvas
y esclerosantes Incluyen la glomerulopatia membranosa, la nefropatia
diabética, la glomeruloesclerosis focal segmentada, la enfermedad de la
membrana basal delgada, la amlloidosis, la nefropatia de cadenas livianas, la
nefropatia relacionada con VIH, el sindrome de Alport, las glomerulopatias
Inducidas por drogas y las enfermedades de cambios minimos. La Inflamacion
que_acompaﬂa la enfermedad glomerular surge en gran medida debido a las

lesiones glomerulares medladas por anticuerpos que son el resultado de la
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autoinmunidad. La activacién de la inmunidad humoral puede coﬁducir ala
produccion de anticuerpos contra la superficle de las células glomerulares (por
ejemplo, membranas basales), y se depositan complelos de antigenos-
anticuerpos en circulacion en el glomérulo, lo que, segin se Informa,
contribuye a la patologia de la glomerulonefﬁﬁs. Por consigulente, las lesiones
glomerulares y la glomerulonefritia com(nmente resultan en trastomos
autpinmunea sistdmicos mayores, tales como, por ejemplo, SLE, hepatitis y
trastomos fibrbticos. La glomerulonefritis también puede asoclarse con la
nefropatla de IgA, la ptrpura de Henoch-Schonlein, la infeccién (causada, por
elemplo, por bacterlas, virus, protozoos), vasculitidos, crioglobullnamia, nefritis
hereditaria, granulomatosis (por ejemplo, granulomatosis de Waegener,
poliangitis microscopica y sindrome de Churg-Strauss), enfermedad de las
membranas basales glomerulares, sindrome de Goodpasture, sindrome
nefritico (como ocurre, por ejemplo, con la diabetes mellitus, el lupus (por
ejemplo, el SLE), la amiloidosis, el uso de drogas, el cincer y la infeccién),
lipodistrofia, enfermedad de células en hoz, deficiencias de complemento,
glomerulonefritis proliferativa de membrana, nefritis relacionada con lupus, y
nefropatla membranosa relacionada con lupus. Los antagonistas de IL-21/1L-
21R pueden ser (tiles para tratar, mejorar o prevenir la glomerulonefritis, o uno
o mas sintomas de la glomerulonefritls, y otras enfermedades glomerulares.

[0198] Pueden usarse antagonistas de IL-21/IL-21R para prevenir o tratar el
rechazo de tejidos/injertos, o los sintomas asociados con el rechazo, por
ejemplo, antes, durante o después del transplante de un érgano, un tejldo o
células, por ejemplo, transplante de corazén, pulmén, higado, rién, pancreas

0 médula ésea. El rechazo de transplantes/injertos ocurre cuando el slstema
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inmune del organismo huésped provoca-una respuesta inmune contra
antfgenos distintos de los propios en el tejido transplantado, por ejemplo, tejido
singenéico, alogenédico o xanogenéico. El rechazo puede ser mediado, por
ejemplo, por anticuerpos, linfocitos o ambos, y puede manifestarse de una
variedad de formas, incluyendo, por ejemplo, el rechazo hiperagudo (por
ejemplo, durante el perfodo post-transplante temprano), e rechazo agudo y el
rechazo cronico (generalments, un proceso de desarrollo lento que provoca
una declinacién progresiva en la funcién del injerto). El rechazo cominmente
es acompafiado por Inflamacién, y puede resultar en dafios y/o fallas en el
tejido o el 6rgano transplantado, por ejemplo, vasculopatfa, fibrosis o pérdida
de funcién del 6rgano. Durante el rechazo, el huésped puede experimentar
malestar general, dolor o hinchazén en el érea del transplante, y/o flebre.
Pueden monitorearse los transplantes de érganos y tejldos para determinar el
rechazo, por ejemplo, examinando biopsias en busca de signos de rechazo, o
evaluando la funcién de los érganos. Las sefiales histopatolégicas de rechazo
incluyen, por sjemplo, una mayor expresion de antigenos HLA clase 1i, por
ejemplo, en las células tubulares renales después de un transplante de rifién.
Puede evaluarse la funcién hepética, por ejlemplo, midiendo los niveles de
billrrubina y enzimas hepéaticas en suero, por ejemplo, fosfatasa alcalina; puede
evaluarse la funcién renal, por ejemplo, midlendo los niveles de creatina en
suero.

[0199] La osteoartritis (OA) se caracteriza por la degradacién del cartilago en
las articulaciones. Esto permite que los huesos bajo el cartflago se rocen unos
con-otros, lo que provoca dolor, hinchazén y pérdida de movill&ad en las

articulaciones. Con el cormer del tlempo, la articulacién puede perder su forma
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normal, y pueden desarollarse espuelas 6seas u oesteofitos en los bordes de
la articulacién. Adicionaimente, pueden d?sprendema frozos de hueso 0
cartllago y flotar en el interior del espacio de ia articulacién, lo que provoca mas
dolor y dafio. La gente que sufre OA tlpicamente tiene dolor articular y
movimiento limitado. A diferencia de otras formas de ariritis, la OA afecta
solamente las articulaciones y no los drganos intemos. Los factores positivos
para la diagnosis de la OA incluyen la pérdldg de cartllago observada por rayos
X. Los antagonistas de IL-21/IL-21R pueden ser Gtiles para tratar, prevenir o
aliviar la OA, o uno o més sintomas de OA.
Trastornos respiratorios
[0200] Pueden usarse antagonistas de IL-21/IL-21R para tratar trastomos
respiratorios, incluyéndo. gin limitaciones, asma (por elemplo, asma' alérgico y
no alérgico); bronquitis (por ejemplo, bronquitis crénica); enfermedad
obstructiva pulmonar cronica (COPD) (por ejemplo, enfisema, por sjemplo, sl
enfisema inducido por el cigarrillo); oondicion_es que comprenden Inflamaciones
en las vias resplratorias, eosinofilia, fibrosis y produccién excesiva de mucus,
por ejemplo, fibrosis quistica, flbrosis pulmonar y rinitis alérgica.
[0201) Los antagonistas de IL-21/IL-21R para tratar o prevenir el asma incluyen
aqt;ellos empleados para el asma extrinseco (también conocido como asma
alérgico o asma atdplco), el asma intrinseco (también conocido como asma no
alérgico © asma no atdpicos) o combinacior;es de ambos, lo que se conoce
como asma mixto. El asma extrinseco o intrinseco Incluye incidentes causados
o asociados, por ejemplo, con alérgenos, tales como polen, esporas, pastos o
malezas, escamas démmicas originadas en mascotas, polvo, 4caros, etcétera.

Como los alérgenos y otros imritantes se presentan en varios momentos durante
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el afio, este tipo de incidentes tamblén se conocen como asma estacional. En
el drupo del asma extrinseco tamblén se incluye el asma bronquial y la
aspergilosis broncopulmonar alérgica.

[0202] El asma que puede tratarse o aliviarse empleando los métodos de la
presente invencién incluye aquél causado por agentes infecclosos, tales como
virug (por ejemplo, virus de resfrio y gripe, virus respiratorio sinciclal (RSV),
paramixovirus, rinovirus y virus de influenza). L;s infacciones de RSV, rnovirus
y virus de influenza son comunes en los nifios, y la infeccion viral es una causa
principal de enfermedades en el tracto respiratorio en nifios pequefios y
jévenes. Los niftos con bronquiolitis viral pueden desarrollar siibido crénico y
asma, lo que puede tratarse usando los métodos de la invencién. También se
incluyen las condiciones asmdticas que pueden ser provocadas en algunos
asmiticos por el ejercicio y/o el alre frlo. Los métodos son (tiles para los tipos
de asma asociados con la exposicion al humo (por ejemplo, el humo inducido
por el cigamillo e industrial), asl como las exposiciones industriales y
ocupacionales, tales como humo; ozono; gases nocivos; didxido de azufre;
6xido nitrdgenos; vapores, incluyendo Isoclanatos, de pintura, pléasticos,
poliuretanos, bamicaes, eicétera; polvos de madera, plantas o otros polvos
orgénicos; etcétera. Los métodos también son (tiles para los incidentes
asméticos asoclados con los aditivos para alimentos, los preservantes u otros
agentes farmacolégicos. También se incluyen los métodos para tratar, inhibir o
aliviar los tipos de asma conocidos como asma silencioso, o varlantes de asma
con tos.

[0203] Los métodos descriptos en la presente documentacion ta-mblén son
(tles para tratar y aliviar el asma asociado con el reflujo gastroesoféigico
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(GERD), que puede estimular la broncoconstriccion. El GERD, Junto con las
secreciones corporales retenidas, la tos suprimida y la exposicién a alérgenos
e irritantes en el dormitorio, pueden contribuir a las condiciones asméticas, y se
han conoclde cominmente como asma de noche o asma noctumo. En los
métodos de tratamlento, inhiblclén o alivio gel asma asociado con el GERD,
puede usarse una cantidad efectiva para ol uso farmacéutico del antagonista
de |L-21/IL-21R descripto en la presente documentaclén, en combinacién con
une cantidad efectiva para el uso farmacéutico de un agente para tratar el
GERD. Estos agentes incluyen, sin Iimitaélonos. los agentes que inhiben
bombas de protones, tales como las tat_aletas de pantoprazol sodio de
liberacion demorada de marca PROTONIX®, las cépsulas de omeprazol de
liberacién demorada de marca PRILOSECS, las tabletas de rebapr'azol sodio
de liberaciébn demorada de marca AC'IPHEX". o las cépsulas de lansoprazol de
liberacién demorada de marca PREVACID®.

Trastormos atépicos y sintomas de éstos

[0204] “Atdpicas” designa un grupo de enfermedades donde comiinmente hay
una tendencia hereditaria al desarrollo de una reaccion alérgica. Los ejemplos
de trastomos atdpicos incluyen alergia, rinitis alérgicas, dermatitls atdpica y
ﬂeb-re de heno. Puade administrarsa un antagonista de la via de IL-21/1L-21R
para mejorar un trastomo atépico, o uno o0 méas sintomas de éste.

[0205] Los sintomas de la rinitis alérgica (flebre de heno) incluyen narices con
picazdn, exceso de flujo, estomudos o mucosidad, y picazén en ios ojos. .
Puede administrarse un antagonista de ia via de IL-21/IL-21R para mejorar uno
0 mas de estos sintomas.

[0206] La dermatitis atépica es una anfermedad crénica que afecta la piel. Hay
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informacién sobre dermatitis atépica disponible, por ejemplo, en la Publicaclén
dal- INS N° 03-4272. En la dermatitis atopica, la plel puede desarrollar una
picaz6n extrema, lo que puede conducir al enrojecimiento, ia hinchazén, el
quisbre, la exudacién de fluido transparente y finaimente el descascaramiento
y la caida de mas. En muchos casos, hay perfodos de tiempo en los que la
enfermedad empeora (denominados exacerbaciones o picos) seguidos por
perfodos donde la piel mejora o se aclara por completo (denominados
remisiones). La dermatitis atépica cominmente se conoce como “eccema”, que
es un término general para varios tipos de inflamaciones cutdneas. La
dermatitls atdpica es el tipo de eccema méas comiin. Los ejlemplos de dermatitls
atdpica Incluyen: eccema o dermatitis de contacto alérgica (por ejemplo, que se
manifiesta algunas veces como una reacclén de enrojecimiento, picazén y
exudacién cuando la piel entra en contacto con una sustancla extrafia, tal
como una hiedra o determinados preservantes en cremas y loclones); el
eccema de contacto (por ejemplo, una reacclén localizada que incluye
enrojecimiento, picazon y quemadura cuando la piel entra en contacto con un
alérgeno o un imitants, tal como un 4cldo, un agente limpiador u otra sustancia
quimica); el eccema dishidrético (por ejemplo, una Inritacion de al plel que
afecta las palmas de las manos y las suelas de los ples caracterizada por
ampollas transparentes y profundas que pican y queman); la neurodermatitis
(por ejemplo, parches escamosos de la piel sobre Ia cabeza, 1a parte Inferior de
las plemas, las mufiecas o los antebrazos causados por una picazén localizada
(tal como una picadura de Insecto) que se imritan intensamente cuando se los
rasca); el eccema numular (por ejemplo, que se maniflesta como ;;amhes con

forma de moneda de piel imitada, mds comanmente sobre los brazos, la
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espalda, la cola y la parte inferior de las piemas, que pueden descascararse,
presentar escamas y picazén); el eccema seborreico (por ejemplo, que se
manifiesta como parches de plel amarillenta, aceitosa, eacamosa en el cuero
cabelludo, la cara y ocasionalments otras partes del cuerpo). Otros sintomas
particulares adicionales incluyen la dermatitis de estasis, el pliegue atdpico (por
ejemplo, el plisgue de Dennie-Morgan), la queilitis, las paimas hiperiineales, los
parpados hiperpigmentados: parpados que presentan un color r;nhs OoSscuro
debido a inflamaciones o flebre de heno, Ictiosis, queratosis pilosa,
liquenificacién, papulas y urticaria. Puede administrarse un antagonista de la
via de IL-21/IL-21R para mejorar uno o0 méas de estos sintomas.

Trastornos fibréticos .

[0207] Aunque la produccién de coladgeno es un proceso muy rog-ulado. su
alteracién puede resultar en el desamolic de fibrosis tisular. La acumulacion
anormal de materiales fibrosos puede conducir finalmente a la falla de 6rganos
(Border et al. (1994) New Engl. J. Med. 331:1286-92). Las leslones en los
6rganos conducen a una respuesia fisioldgica estereotipica: hemostasis
inducida por plaquetas, a lo que sigue un influjo de células inflamatorias y
fibroblastos activados. Las citoquinas derivadas de estos tipos celulares dirigen
la formacién de nueva matriz extracelular y vasos sanguineos (tejido de
granulacién). La generacion de tejido de granulacion es un programa
orquestado cuidadosamente en el que se regula positivamente la expresion de
los Inhibldores de proteasas y las proteinas da‘ la matriz extracelular, y se
reduce la expresion de las proteasas, lo que conduce a la acumulacién de

matriz extracelular.

[0208] EI desarrolio de condiciones fibréticas, Inducidas o espontdneas, es
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provocado al menos en parte por la estimulacion de la actividad de los
ﬁb;oblastoa. El influjo de células inflamatorias y fibroblastos activados en el
6rgano lesionado depende de la capacidad de estos tipos de células de
interactuar con la matriz intersticlal, que contiene primariamente colageno.
Muchas de las enfermedades asocladas con la proliferacién de tejido fibrosos
son crénicas y cominmente debiltantes, Incluyendo, por ejemplo,
enfermedades cutdneas, tales como el escleroderma. Algunas, incluyendo la
fibrosis pulmonar, pueden ser fatales, debido en parte al hecho de que los
tratamientos actualmente disponibles para esta enfermedad tienen efectos
colaterales significativos y generaimente no son eficaces para desacelerar o
detener la progresion de la fibrosls (Nagler et al. (1896) Am. J. Respir. Crit.
Care Med. 154:1082-86).

[02il9] Los trastomos fibréticos Incluyen trastomos caracterizados por flbrosis,
por ejemplo, fibrosis de un érgano intemo, un trastomo fibrético démico y
condiciones fibréticas oculares. La fibrosis de los drganos Intemos (por
ejemplo, ol higado, el pulmén, el rifién, los vasos sanguineos del corazdn, el
tracto gastrointestinal)} ocurre en trastomos tales como la fibrosis puimonar, la
mielofibrosls, la cirrosis hepética, la glomerulonefritis mesangial proliferativa, la
glomerulonefiitis crescéntica, la nefropatia diabética, la fibrosis renal
intersticial, la fibrosle renal en paclentes que reclben clclosporina, y !a.
nefropatia asoclada con VIH.

[0210] Los trastomos fibriticos cutdneos Incluyen, por ejemplo, escieroderma,
morfea, queloides, cicatrices hipertréficas, colagenoma cutaneo familiar y nevi
de tejido conectivo tipo colageno. Las condiclones fibréticas oculares Incluyen
condiciones tales como retinopatia diabética, cicatrizacién post-quinirgica (por
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ejemplo, después de cirugla de glaucoma y después de cirugla de estrabismo),
y vitreoretinopatia proliferativa.

[0211] Otras condiciones fibréticas que pueden tratarse con los métodos de la
presente Invencién incluyen: artritis reumatoide, enfermedades asocladas con
dolor articular prolongado y leslones deterioradas, esclerosis sistémica
(incluyendo esclerosis sistdmica progresiva), polimiositis, darm_atomlosiﬁs.
fascitis epsinofilica, morfea (escleroderma localizado), sindrome de Raynaud y
poliposis nasal. .

[0212] Puede adminletrarse un antagonista de la via de IL-21/IL-21R para
tratar o prevenir trastomos flbréticos, o para mejorar uno 0 mas de los
sintomas de estos trastomos. .
Ensayos para medir la actividad de antagonistas de IL-21/1L-21R como
moduladores de la producclon de <cioquinas y |a
proliferaclén/diferenclacién celular

[0213] Puede evaluarse Iz actividad 'de los antagonistas de IL-21/1L.-21R como
moduladores de la produccién de cltoquinas y la proliferacién/diferenclacion
celular usando cualquiera de una cantidad de ensayos de proliferacién celular
convencionales dependientes de factores para lineas celulares, inclhyando, sin
limitaciones, 32D, DA2, DA1G, T10, B9, B9/11, BaF3, MC8/G, M+(preB M+),
2E8, RB5, DA1, 123, T1165, HT2, CTLL2, TF-1, Mo7e y CMK,

[0214] Los ensayos para la proliferacién de células T o timocitos incluyen, sin
limitaciones, aquellos descriptos en Current Protocols in Inmunology, editado
por J. E. Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulles, E. M. Shevach, W Strober,
publicado por Greene Publishing Assoclates y Wiley-Interscience (Capitulo 3,
In vitro assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3.19; Capltulo 7,

2o\
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inmunologic studies in Humans); Takal et al. (1886) J. inmunol. 137:3484-500;
Bertagnolli et al. (1990) J. /nmuncl. 145:1708-12; Bertagnolli et al. (1991)
Cellular Inmunology 133:327-41; Bertagnolil et al. (1882) J. Inmunol. 149:3778-
83; Bowman et al. (1894) J. Inmunol. 152:1756-81. Los ensayos para la
produccién de citoquinas y/o la proliferad&n de células de bazn, células de
nodos linfaticos o timocitos inciuyen, sin limitaciones, aquellos da.acﬁptos en
Policlonal T cell stimulation, Krulsbeek, A. M. y Shevach, E. M. en Cument
Protocols in inmunology. J. E.e.a. Coligan editores. Vol 1 pp. 3.12.1-3.12.14,
John Wiley and Sons, Toronto. 1994; y Measurement of mouse and human
Interferon gamma, Schreiber, R. D. en Current Protocols in Inmunology. J.
E.e.a. Coligan editores. Vo! 1 pp. 6.8.1-6.8.8, John Wiiey and Sons, Toronto.
1994,

[02i5] Los ensayos para la proliferacién y ia diferenclacién de células

hematopoyéticas y linfopayéticas Incluyan, sin limitaciones, aquelios descriptos

en Measurement of Human and Murne Intereukin 2 and Interleukin 4,
Bottomly, K., Davis, L. S. y Lipsky, P. E. en Current Protocols In inmunology. J.
E.e.a. Coligan editores. Vol 1 pp. 6.3.1-8.3.12, John Wiley and Song, Toronto.
1891; deVries et al. (1991) J. Exp. Med. 1;13:1205-11: Moreau et al. (1688)
Nature 336:690-82; Greenberger et al. (1983) Proc. Nafl. Acad. Sci. U.S.A.
80:2931-38; Measurement of mouse and human interleukin 8, Nordan, R. en
Current Protocols In Inmunoclogy. J. E.e.a. Coligan editores. Vol 1 pp. 6.8.1-
6.8.5, John Wiley and Sons, Toronto. 1891; Smith et al. (1988) Proc. Natl.
Acad. Scl. U.S.A. 83:1857-81; Measurement of human Interleukin 11, Bennett,
F., Giannotti, J., Clark, S. C. y Tumer, K. J. en Current Profocols in Inmunology.
J. E.a.a. Coligan editores. Vol 1 pp. 6.15.1 John Wiley and Sons, Toronto.

voang 307
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1991: Measurement of mouse and human Interleukin 9, Ciarletta, A., Glannotti,
J., Clark, 8. C. y Tumaer, K. J. en Current Protocols in Inmunology. J. E.e.a.
Coligan editores. Vol 1 pp. 6.13.1, John Wilay and Sons, Toronto. 1991.

[0216] Los ensayos para las respuestas de células T clonadas a antigenos
(que identificardn, entre otros, proteinas que afacten las interacciones entre las
células APC-T y los efectos directos de las células T mediante la medicion de
la proliferacién y la produccién de citoquina) incluyen, in limitaciones, aquelios
descriptos en Curmrent Protocols in Inmunology, editado por J. E. Coligan, A. M.
Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W Strober, publicado por Greene
Publishing Assoclates y Wiley-Interscience (Caplitulo 3, In vitro assays for
Mouse Lymphocyte Function; Capitulo 8, Cytokines and thsir cellular receptors;
Capitulo 7, Inmunologic studies in Humans); Weinberger et al. (1980) Proc.
Natl, Acad. Sci, U.S.A. 77:6091-95; Weinberger et al. (1981) Eur. J. inmun.
11:405-11; Takai et al. (1986) J. IJnmunol. 137:3494-500; Takal et al. (1988) J.
Inmunol. 140:508-12.

EJEMPLOS

{0217] La invencion se llustrard adicionalments en los siguientes ejemplos no
limitantes. -

Ejemplo 1: Alslamlento y caracterizaclén de ADNc de MU-1 murino

[0218] Se aislé un fragmento parcial del homdlogo murino del receptor MU-1
por PCR, usando oligonucledtidos derivados de las secuencias humanas. Se
prepar ADNc a partir de ARN alslado de timos murinos de 17 dias de edad, y
a partir de la linea de células T murinas 2D6. Se amplificé un frag-mento de
ADN de aproximadamente 300 nucleétidos a partir del ADNc por PCR con los
siguientes oligonucleétidos, que corresponden a las regiones 584-603 y 876-

303
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896, respectivamente, de la secuencia de ADNc humano de Ia I-=IG. 1 (que
corresponde a2 SEQ ID N° 1)

AGCATCAAGCCGGCTCCCCC (5p)(SEQ ID N° 11)
CTCCATTCACTCCAGGTCCC (3p) (SEQ ID N° 12)

Se efectud la amplificacién usando polimerasa Taq en amortigyador Taq
1X que contenia 1,5 mM de cloruro de magnesio por 30 ciclos a 94°C por un
minuto, 50°C por 1 rﬁlnuto. y 72°C por un minyto. Se determiné la secuencia de
ADN de este fragmento, y se obtuvieron los dos oligonuclettidos a partir de
una porcién intema de este fragmento, con las siguiantas secuencias:
TTGAACGTGACTGRGGCCTT (5P) (SBQ ID N* 13)

TGAATGAAGTGCCTGGCTGA (3P) (BEQ ID N° 14)

[0219] Se usaron los oligonucledtidos para amplificar un fragmento interno de
262 nucledtidos del producto de PCR original (que cotmresponde a los
nucledtidos 761-1043 en la secuencla de ADNc¢ murino de FIG. 1, y SEQ ID N°
9), que se usd como sonda de hibridizacién para analizar una biblioteca de
ADNC aislada a partir de ia linea de células T 2D6. Se hibridizaron los filtros a
65°C usando condiciones de hibridizacion convencionales con SSC 5X, y 88
lavé en SSC a 85°C. Se aislaron veinte clones que hibridizaron con la sonda en
un analisis de 426000 clones. Se determind la secuencia de ADN de dos
clones independiente. La secuencia completa del clon #8 confirmé que era el
homélogo murino completo de MU-1 humano (SEQ iD N° 8).

[0220] Se detalla la secuencia de nucledtidos complseta de MU-1 murino en la
FIG. 1 (que corresponde a SEQ ID N° 8). La secuencia de nucledtidos tiene
una'secuencla directriz predicha en los nucleétidos 407-464, ia secuencia

cadificante en los nucledtidos 407-1963, e codébn de terminacién en los
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nuciedtidos 1894-1986. Los nucledtidos 1-406 corresponden a la regién 5' no
traducida, y los nucleétidos 1997-2628 corresponden a la regién 3' no traducida
(SEQ ID N° 9).

[0221] Se detalla la secuencia proteica prodi:':ha para MU-1 murino en la FIG. 2
(ﬁue corresponde a SEQ ID N° 10). Esta proteina MU-1 murina contiene una
sacuencia directriz predicha determinada por SPScan (calfficacién = 10,1) (que
comesponde a los aminodcidos 1-19 de SEQ ID N° 10), y un dominio
transmembrana predicho {que commesponde a los aminoacidos 237-253 de SEQ
iD N° 10). Los motivos de sefializacién predichos incluyen las sigulentes
regiones en FIG. 2B: Recuadro 1: aminoécidos 285-274 de SEQ (D N° 10;
Recuadro 2: aminod-cidos 310-324 de SEQ ID N° 10, seis residuos de tirosina
en las posiciones 281, 318, 361, 368, 397 y 510 de SEQ ID N° 10. Los sitios de
anclaje STAT potenciales incluyen STATS: EDDGYPA (SEQ ID N° 20); STAT3:
YLQR.

Ejemplo 2: Comparacién entre MU-1 humano y murino

[0222] Se usé el algoritmo GAP para comparar los aminoacidos de MU-1
humano y murino. Se cloné MU-1 huméno usando una reg_ién de 70
aminoacidos del receptor de IL-5 humano (SEQ 1D N° 3) para efectuar una
bisqueda en una base de datos GenBank, asi como los cebadores para PCR
(SEQ ID N° 4 y 5), y oligonucleétidos de hibridizacién (SEQ ID N° 8 y 7). Se
presenta una comparacién de las secuenclas de las proteinas murinas y
humanas predichas en la FiG. 4. los aminoacidos fueron 65,267% Idénticos
usando el algoritmo GAP. Se gener6 el alineamienio usando la matriz de
sustitucién de aminoécidos BLOSUMB2 (Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl.
Acad. Scii US.A. 89: 10915-19). Pardmetros de alineamiento GAP =




356

. pn2a;
111

Ponderacion de falta de coincldencia: 8, Coincidencla promedio = 2,812,
Ponderaciéon de longitud = 2, Falta de coincidencia promedio = -2,003;
Porcentaje de similitud = 89,466.

[0223] Se ilustra una comparacion de las secuencias de nuclettidos de ADNc
humano y murino en la FIG. 3. Las secuenclas de ADN son 66,116% Idénticas
cuando se las alinea usando el algoritmo GAP. Pardmetros de alineamiento
GAP: Ponderacién de falta de coincidencia = 50, Coincldencia promedio
10,000, Ponderacitn de longitud = 3, Falta de coincldencia promedio = 0,000,
Porcentaje de similitud = 66,198.

[0224] Las protelnas MU-1 humanas y de ratdn son miembros de la
superfamilia de receptores de citoguina tipo 1. La evaluacién de la secuencia
de MU-1 murino y humano revela ia presencia de motivos de sefializacién Box-
1 y Box-2 potenciales. Hay seis residuos de tirosine presentes en el dominio
citoplasmatico, los cuales también podrian ser importantes para sefializar las
funciones de MU-1. La comparacion de las secuencias de MU-1 con otros
miembros de la familia sugirié la presencia de sitios de unién potenciales para
STAT 5y STAT 3, | '

Ejemplo 3: Determinacién de las vias de .sofializaclén STAT usadas por
MU-1 humano

[0225] Se modificaron células BAF-3 para que expresaran un receptor de
citoquina quimeérico, que consistié en el dominio extracelular del receptor EPO
humano y el dominio Intracelular del receptor MU-1. Las células BAF-3 que
expresaron los receptores huEPORIMU-I(cyto) quiméricos proliferaron en
res;;uesta a EPO humano soluble. Se anallzaron estas células para determinar

cuéles moléculas STAT se fosforilaban como respuesta a la sefializacién EPO.
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Brevemente, se dejaron reposar células progenitoras BAF-3 no modificadas de
control y células BAF-3 quiméricas EPOR/MU an un medio que contenla IL-3, y
se las estimuld nuevamente con IL-3 o EPO por 0, 15, 30 y 60 minutos. Las
células se precipitaron y se suspendieron nuevamente en amortiguador de lisls
helado que contenia ortovanadato para preservar las tirosinas fosforiladas. Se
sometieron cantidades Iguales de lisados celulares a electroforesis por SDS-
PAéE. y se las transfiid a membranas de nitrocelulosa para efectuar un
anélisis de Westemn. Se colorearon las transferencias por duplicado para hallar
las formas fosforiladas y nofosforiladas de STAT 4, 3, 5 y 6, usando
anticuerpos especlificos para cada forma de la molécula STAT. Se usaron
células HELA, no activadas y activadas Interferén alfa, como- controles
positivos.
[0226] Estos resultados indicaron que, bajo estas condiclones especificas, la
sofiallzacion a través de MU-1 resuita en la fosforilacién de STAT 5 en todos
los puntos de tiempo evaluados (T =0, T = 15", T = 30", T = 60'). El tratamiento
de los controles ¢ las células BAF-3 quiméricas con [L-3 resultd en la
fosforilacion de STAT 3, perono STAT 16 5.
Ejempio 4: Expreslén tisular de MU-1 murino y humano
Ejempio 4.1: Anélisis de Northem
[0227] Sc-a efectuaron Northem blots de ARN poliA+ de varios tejidos
(Clonetech, Palo Alto, CA) segin lo recomlenda el fabricante. Para las
transferenclas murinas, se us6é un fragmento de 262 nucleétidos, que
comrespondia a los nucleétidos 781-1043 de FIG. 1 y SEQ ID N° 9, para la

hibridizacién.

[0228] Se detectd un Gnico transcripto de MU—1 murino en tejido de bazo,
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pulmén y corazén murino adulio. El transcripto més grande observado en
tejidos humanos no se observd en telldos de ratén.

[0229] Se detectaron dos transcriptos de MU-1 humano en tejidos linfoides de
humanos aduitos, PBL, timo, bazo y nddulos linfaticos, y en pulmones fetales.
Eijemplo 4.2; Hibridlzacién In situ

[0230] Los estudios de hibridizacién in situ fueron realizados por Phylogency
inc., de Columbus, OH (de acuerdo con el método de Lyons et al. (1980) J.
Call. Biol. 111:2427-36). Brevemente, se desparafinaron secciones en parafina
serladas de 5-7 micrones, se las fijé, se digirié con proteinasa K, se las tratd
con tri-etanolamina y se deshidraté. Se prepararon los ARNc a partir de moldes
de ADNCc para generar sondas en el sentido del marco de iectura y antisentido.
Se sintetizaron los transcriptos de ARNc de acuerdo con las conciiciones del
fabricante (Ambion) y se marcd con ¥S.UTP. Se sometieron as secciones a
hibridizacién durante la noche, se lavd bajo condiciones severas, se tratd con
ARNasa A, se las sumerglé en emulsién de rastreo y se las expuso por 2-3
semanas. Luego se hibridizaron secciones de control con sondas en -al sentido
del marco de lectura para indicar el nivel de fondo del procedimiento. La sonda
murina consistié en un fragmento de 186 bp que comespondi6 a fos nuciettidos
860-1064 (SEQ ID N° 9). La sonda humana fue un producto de PCR de 23 bp
generado a partir de ADN de MU-1 humano. .

[0231] Se observé la expresidn de MU-1 murino en los nodos linfaticos del
intestino delgado de los adultos en los centros germinales. Los nodos linfaticos
especializados y los parches de Peyer también presentaron expresidn de MU-1

murino.

[0232] Se detectd la expresién de MU-1 humano en los centros genminales de
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los nddulos linfaticos en la corteza. La médula, que contiene macréfagos, no
presentd MU-1 humano. En bazo humano, se detectd la expresion de MU-1
humano en las regiones de pulpa blanca, psro no en la pulpa negra.

Ejemplo 5: Expresién de MU-1 humano en células y lineas de células
[0233] Se realizaron andlisis de proteccibn de ARNasa sobre células T
humanas y lineas de células B humanas en reposo y activadas, Rajl y RPMI
8868, y en la linea de células T. Se activaron las células T humanas con anti-
CD3 y anti-CD28. Se activaron ias lineas celulares con éster de forbol e
ionomicina. Se construyd el plasmido productor de ribosondas MU-1 insertando
un producto de PCR de 23 bp (se efectué la PCR usando el cebador 5
CACAAAGCTTCAGTATGAGCTGCAGTACAGGAACCGGGGA (SEQ ID Ne° 15)
y el cebador 3' CACAGGATCCCTTTAACTCCTCTGACTGGGTCTGAAAGAT
(SEQ ID N° 16) en los sitios BamHI y Hindlll del vector pGEM3zf(-) (Promega,
Madison, WI)). Para preparar la ribosonda, se linealizd el plasmido productor
de ribosondas con Hindlll. El ADN resultante se extrajo con fenol/cloroformo y
se precipité con etanol. Se usé ARN polimerasa T7 para preparar la ribosonda
de acuerdo con al protocolo sugerido por el proveedor (PharMingen, San
Dlego CA). Se realiz6 el ensayo de proteccién de ARNasa usando el sistema
de ensayo de proteccién deribonucleasa con sondas muiitiples RIBOQUANT "
de PharMingen. Se Incluyeron 2,0 g de ARN total en cada reaccién de RPA.
Después de digerir con ARNasa, se analizaron ias ribosondas en un sistema
de separacién répida de dcidos nucleicos QUICKPOINT™ (Novex, San Diego,
CA). Los geles se secaron y se expusieron de acuerdo con la sugerencia del

proveedor.

[0234] EI ARN de MU-1 humano esté regulado positivemente en células CD3+
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hurﬁanas purificadas y estimuladas con anti-CD3 + antl-CD28, en comparacién
con las poblaciones sin estimulacibn. MU-1 también estd regulado
positivamente en poblaciones de células T esimuladas en forma sesgada con
Th1 y Th2. Las lineas de células B RPMI 8866 y Rajl axpresaron MU-1 en
forma constitutiva, al tiempo que la linea de células T Jurkat no lo hize.
EJemplo 6: Unién de MU-1 humano a citoquinas conocldas

[0235]) Se construyeron proteinas de fusion de Ig humana y murina, y se las
inmovilizdé en chips Biacore con el objeto de Identificar el ligando de MU-1. Se
evalud la unién a MU-1 en una variedad de medios acondicionados, asl como
en un panel de citoquinas conocidas. Tamblén se evaluaron algunas citoquinas
en combinacion con otras cadenas receptoras en |a familia para considerar la
poslbbilidad de que MU-1 pudiera requerir una segunda cadena recepiora para
uniree al ligando. Se evaluaron las sigulentes citoquinas, y se descubrld que no
se unfan a MU-1: miL-2, hiL-2, hiL-15, mIL-7, TSLP, TSLP + IL-7, TSLP + IL-
7R, TSLP + IL-7g, TSLP + IL-2, TSLP + IL-2 + IL-2Rbeta, IL2-Rbeta, [L-
2Rgamma, IL-7R, IL-2 + IL-2Rbeta, IL-2 + IL-2Rgamma, IL-15 + IL-2Rbeta, IL-
15 + IL-2Rgamma, IL-7 + IL-2Rgamma, IL-2 + IL-7R, IL-15 + IL-7R, IL-7 + IL-
7R. Tamblén se inmovilizaron receptiores conocidos, y ss evalud la unién a
MUFc con resultados negativos. IL-15 se une a IL-2Rb, pero no a IL-2Rg o
MUFec.

Ejemplo 7: La Inhibiclén de la actividad de IL-21/IL-21R mejora la
severidad de los sintomas en ratones con artritls Inducida por coligeno
(CIA) ]

[0236] Este ejemplo demuestra que los antagonistas IL-21R, por ejemplo, las
proteinas de fusién IL-21R-Ig (proteina IL-21RFc murina o “mulL-21RFc") o los
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anticuerpos anti-IL-21R, mejoran los sintomas en el modelo de CIA murina.
[0237] Se usaron ratones DBA/1 (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME)
macho en todos los experimentos. Se Indujo artritis usando coldgeno tipo |l
bovino {Chondrex, Redmond, WA). Se disolvi6 el colageno tipo I bovino
(Chondrex) en é4cido acético 0,1 M y se emulsificé6 en un volumen Igual de
coadyuvante completo de Freund (Sigma) que contenia 1' mg/ml de
Mycobacterium tuberculosis (cepa H37RA). Se Inyectaron 100 ug de colégeno
bovino por via subcutdnea en la base de la cola el dla 0. El dia 21, se
inyectaron los ratones por via subcutanea, en la base de la cola, con una
solucion que contenia 100 ug de coldgeno bovino en 4cido acético 0,1 M que
habia sido mezclado con un volumen Igual de coadyuvante Inoo-mpleto de
Freund (Sigma). Los animales sin tratamiento recibieron el mismo conjunto de
inyecciones, menos colégeno. Se indica el protocolo de dosificacién en forma
esquemdtica en la FIG. 16. Se administrd MulL-21RFc con propdsitos
profilacticos o terapéuticos a ratones DBA. En el régimen terapéutico, se Inicié
el tratamiento cuando se observé la enfermedad por dos dias consecutivos en
un [atén. _

[0238] Se monitored la progresion de la enfermedad en los ratones al menos
tres veces por semana. Se asigné una calificacion clinica a los miembros
individuales sobre la base del siguiente Indice: 0 = normal, sin hinchazdn; 1 =
aritema visible acompafiado por 1-2 d(gitos hinchados, o hinchazén leve en el
tobillo; 2 = eritema pronunciado, caracterizado por una hinchazén moderada de
la pata y/o dos digitos hinchados; 3 = hinchazén extensa de |a pata entera, es
decir, extension hacia la articulacién del toblilo o la mufieca; 4 = resolucién de

la hinchazén, anquilosis de la pata; dificultad en el ugo del miembro o rigidez
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en .Ia articulaciéon. Par consiguiente, la sumal de todas las calificaciones de los
miembros para cualquier ratén proporciond una calificacién corporal total de
16.

[0239] En varias etapas de la enfermedad, se sacrificaron los animales, se
cosecharon los tejidos y se fijaron las patas en formalina al10% para analizar la
histologla, o paraformaldehido al 4%, pH 7,47, se descalclficé en EDTA al 20%
(pH 8,0), y se embaebié parafina para la hibridizacion in sifu. Usando
microscopia 6ptica, se calificaron las patas con un método de callficacién de 5
grados (0-4) para caracterizar la intensidad y la extensioén de la artritis. Se
usaron infiltrados inflamatorios para la calificacién, ademés de otros cambios
relaclonados con la inflamacion, tal como la formacién de pannus, la presencia
de fibras en la membrana sinovial, la eroslén del cartitago articular y/o el hueso
subcondral. Se determinaron los grados de histologia usando lecturas de patas
Individuales: NAD = 0 o sin anomalidades descubiertas; 1 = ligera a
moderada; 2 = leve 8 moderada; 3 = marcada; y 4 = masiva.

[0240] Se observd una reduccion en la severidad de los sintomas después del
tratamiento profilactico de loa ratones CIA usando mulL-21RFc (100 ug o 200
pg) administrado por via Intraperitoneal (IP) dia por medlo, comenzando el
primer dia posterior a la inyeccién de ooldgen6 (datos no indicados).

[0241] Se llustran los efectos de mulL-21RFc (200 pg/ratén 3x/semana) sobre
un ratén con CIA semi-terapéutico en funcién de los dias posteriores al
tratamiento en la FIG. 17. Se usé Ig de ratdn (200 pg/ratdn 3x/semana) como
control. Se observa una reduccién en la calificacién de severidad a partir del
dla 7 posterior al tratamiento.

[0242] Estos experimentos demuestran que la administracibn de un
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antagonista de IL-21R, por ejemplo, proteinas de fusién IL-21R-Fc, a ratones
CIA, con fines profilacticos o semi-terapéuticos, mejora significativamente los
sintomas de artritis.

EJemplo 8: Hibridizaclén in situ de transcriptos de IL-21R

[0243] Se determiné la expresion de ARNm de IL-21R de ratones con ClA. Se
usaron ribosondas de IL-21R murino antisentido (FIG. 18A);, se usaron sondas
en el sentido del marco de lectura como controles negativos (FIG. 18B). Se
prepararon sondas marcadas con digoxigenina con el uso de una mezcla de
marca de ADN DIG (Roche Dilagnostics, Mannheim, Alemania), como lo
describe el fabricante. Se detectd la expresién de ARNm del receptor de 1L-21
en macrdfagos, neutrdfilos, fibroblastos, una subpoblacién de linfocitos,
sinoviocitos y epidermis (FIG. 18A). Se observd una coloracién menor en las
patas control o con sondas en el sentido del marco de lectura (FIG. 18B). Las
células con expresion positiva de ARNm de miL-21R fueron los neutréfilos (N)
y los macréfagos (M). La hibridizacion in sifu demostré la expresién mejorada
de IL-21R en las patas de ratones artriticos.

Ejemplo 9: La Inhibicion de la actividad de IL-21/IL-21R 'me]ora la
severidad de los sintomas tipo IBD en el modelo en rata HLA-B27

[0244] Este ejemplo demuestra que los antagonistas de IL-21R, por ejemplo,
las proteinas de fusion IL-21R-Ig (proteina IL-21RFc murina o “muiL-21 RFc'). o
los anticuerpos anti-IL-21R, mejoran los sintomas tipo IBD en el modelo en rata
HLA-B27. '

[0245] Se generd un polipéptido de fusion del receptor de IL-21 murino y Fc
{MulL-21RFc) como se describid en la presente documentacidn, y se evalu6 su

capacidad de aliviar la inflamacion intestinal en el modelo en rata HLA-B27. Se
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ha usado extensamente e! modelo en rata HLA-B27 para evaluar ﬂaraplas IBD,
ya que el modelo de inflamacién intestinal observado en el modelo comparte
varias caracteristicas clinicas, histolégicas e inmunolégicas con la |1BD en seres
humanos (revisado, por ejempio, en Elson et al. (1995) Gastroentsrology,
109:1344-87; Blanchard et al. (2001) European Cylokine Network 12:111-18;
Kim et al. (1999) Arch. Pharm. Res. 22:354-60). Por ejemplo, HLA-é27 de rata
sobreaxpresa el alelo B27 del complejo de histocompatibilidad mayor humano | y
los productos genéticos de B2-microglobulina, Estos productos genéticos estan
asoclados con el desamollo de enfermedades inflamatorias cronicas, tales como
la IBD.

[0246] Las ratas utilizadas en el estudio habian desamollado una inflamacién
cronica del tracto gastrointestinal (Gl), como lo evidenciaron ias seflales
clln.icas de diarrea persistente. Se le asigné una calificaclén clinica (0-3) a las
heces sobre la basa del siguients: 0 = normal con pellets de heces formados; 1
= suave, con pellets de heces formados; 2 = blando, sin formacién de pellets
de heces; y 3 = diarrea acuosa (véase la FIG. 18). Se monitorearon las ratas
por 18 dias, durente lo cual se analizaron las heces para determinar la
progresion de la enfermedad. Una calificacién clinica de 3 indica diarrea
persistente (indicada en el control de IgG). Se administré MulL-21RFc (68 mg/kg
IP, 3X semana) a cinco ratas HLA-B27 transgénicas/grupo por un periodo de
18 dias. A otro grupo se le administraron 6 mblml de mEnbrel (fusion de
receptor de TNF y Fc soluble), un control positivo, A un tercer grupo, que
consisti6 en una cantidad igual de ratones, se ie administré IgG como un
control, del mismo modo y con le misma dosificacién.

[0247] Se detectd una reduccibn marcada de la calificacién clinica en los

D™ oA
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grupos tratados con MulL-21RFc y mEnbrel, en comparacién con el control con
igG (véanse las FIGS. 19 y 20). La administracion de MulL-21RFc demosird
una eficacla similar a mEnbrel en el mejoramiento de los sintomas tipo 1BD.
Los resultados de este aestudio demuestran que la administracion de Mull-
21RFc disminuye la inflamacién intestinal con una eficacia similar a la de
mEnbrel en un modelo HLA-B27 en rata, en comparacion con las ratas a las
que se habla administrado I1gG control (véanse las FIGS. 18 y 20).

[0248] Se confim$ el allvio de los sintomas, expresado en términos de
calificacldn fecal mejorada, a través de anilisls histolégicos. Las ratas tratadas
con MulL-21RFc presentaron una calificacién de severidad de la enfermadad
significativamente menor que aquellas tratadas con el control, IgG, en Io
referente a la ulceracion, la inflamacion, la profundidad de las lesiones y la
fibrosis (véase la FIG. 21). Al anilisia histoldgico se le asignd una caiificacion
clinica de 0-2 6 0-3, como se Indicd, donde una mayor califlcacién indica una
mayor severidad en el modelo de IBD en rata. Se detectd una disminucién
significativa de la inflamacion en el Intestino en todas las categorias
examinadas en grupos tratados con MulL-21RFc y mEnbrel, respecto del
control. MulL-21RFc presentd una eficacia similar a la de mEnbrel en el
mejoramiento de las saflales histolégicas de severidad de la enfermedad, Para
apoyar una extension de los resultados presentados pravlame;ite a seraes
humanos, en la FIG. 19 (panel del lado derecho) se presenta la hibridizaclon in
situ de ARNm de MU-1 en los linfocitos y los nodos linfaticos del intestino
humano normal, lo que indica la expresién de ARNm de MU-1 en el 6rgano

relevante para la enfermedad.
ElJemplo 10: La Inhibicién de la actividad de IL-21/IL-21R demora el
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rechazo de Injertos de ple! alogenéicos en ratones

[0249] Este ejemplo demusstra que los antagonistas de IL-21R, por ejemplo,
las proteinas de fusion IL-21R-Ig (proteina IL-21RFc¢ murina o “mulL-21RFc") o
los anticuerpos anti-IL-21R, demoran el rechazo de injertos de piel alogenéicos
en ratones, por lo que prolongan la supervivencia del injerto.

[0250] Se demostrd que la administracion de Mull-21RFc demoraba el
rechazo de injertos de plel alogenéicos en ratones Inyectados con células T
transducidas por medios retrovirales. En la FIG. 22 se ilustra un réﬁco que
presenta el porcentaje de supervivencia del injerto respecto de los dlas
transcurridos después de la transferencla adoptiva. En este modelo, los
ratones desnudos presentan injertos de piel alogenéicos curados, debido a qua
no 88 detectan células T en elios. Cuando se Inyectaron células T B
activadas, que hablan sido modificadas en forma retroviral para secretar GFP
control o IL-24, en ratones desnudos, se rechazaron los injertos (véase la FIG.
22): Se hablan modificado las células T para secretar MulL-21RFc (del que se
esperaba que neutralizara la IL-21 secretada por estas células), los injertos
gobrevivian por intervalos de ttempo més largos, como se indica en la FIG. 22
(indicado por IL-21R-Fc, en comparacién con los controles de GFP y IL-21). Se
usaron diez ratones para GFP y MulL-21RFc¢, respectivamente; se usaron
quince ratones para los controles de IL-21. Estos resultados demuestran la
participacién de los antagonistas de IL-21R en la prolongacién de la
supervivencia de los Injertos.

Ejemplo 11: La Inhibilclén de la actividad de 1L.-21AL-21R reduce los

sintomas de enfermedad en un modelo de transferencia adoptiva
CD45RB"
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[0251] Este ejemplo demuestra que los antagonistas de IL-21R, por ejemplo,
las proteinas de fusion IL-21R-ig (proteina de IL-21RFc murina o “mull-
21RFc") o los anticuerpos antl-IL-21R, mejoran los sintomas en un madelo de
psoriasis y enfermedad Intestinal Inflamatoria (1BD) en raton.

[0252] La transferencia de células T CD4* CD45RB" no expuestas en ratones
" con inmunodeficiencia combinada severa (SCID) resultd en colitis y/o lesiones
cutaneas similares a la psoriasis, dependiendo de las -condiciones de
alojamiento en las jaulas. Se separaron las células T CD4" BALBc CD45RB™
(poblacién no expuestas) de las células de bazo primero m;diante una
selaccion negativa en columnas para las células T CD4", y luego se las separd
por citometria de flujo, con una seleccién por expresion elevada de CD45. Se
transfirieron 4x10° células de esta poblacion a ratones C.B-17 SCID hembra, y
so evaluaron las sefiales de psoriasis e 1BD en los ratones dura_nte varias
semanas. Los ratones alojados en [aulas bajo condiciones estiticas
desarrollaron la enfermedad intestinal inflamatoria; ratones alojados bajo
condiciones regulares con cambios de flujo de aire también desarrollaron
psoriasis. Se analizd la psoriasls en los ratones en una escala de 1-8: 1 = leve,
eritema moderado (usualmente en los péarpados y las orejas) en <2% del
cuerpo; 2 = presencia leve de escamas y eritema ente moderado y severo
(usuaimente en las orejas y la cara) en 2-10% del cuerpo; 3 = eritema severo y
presencia de escamas (en las orejas, |a cara y el tronco) en 10-20% del
cuerpo; 4 = eritema muy severo en 20-40% del cuerpo; 5 = eritema muy severo
en 40-80% del cuerpo; 6 = eritema muy severo en 60-100% del cuerpo. Se
analizd la IBD en los ratones a través de la pérdida de peso y la calificacion

fecal: 0 = normal; 1 = suave; 2 = diarrea; 3 = diarmea con sangre y mucus.
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[0253] EI tratamiento con mull.-21RFc fue efectivo para mejorar los sintomas
semejantes a la psoriasis. En los ratones que desarrollaron Inflamaclones
cuténeas, el tratamiento con una inyeccion intraperitoneal de 200 yg de muiL-
21 l.%Fc 3x por semana, comenzado ocho semanas después de la transferencla
de .oélulas CDA45RB", resultd en la reduccién del eritema, la formacién de
escamas y la pérd]da de cabello, sn comparacién con los ratones control
tratados con Ig ant-E. lenella (FIG. 23). El tratamiento de los ratones
receptores de CD45RB™ con 200 pg de mulL-21RFc 3x por semiana en el
momento de la transferencia celular resultd en el inicio demorado de fa
psoriasis y en une snfermedad con menor severidad clinica, en comparacion
con los controles con el comer del experimento (FIG. 35). Se resumen los
resultados del experimento en la FIG. 36.

[0254] El tratamiento usando mulL-21RFc tamblén fue efectivo para mejorar
los sintomas de inflamacién intestinal. El tratamiento de ratones de receptores
de TD45RB" con 200 ug 0 400 g de mulL-21RFc tres veces por semana en 6l
momento de la transferencia de las células result6 en una reduccién
significativa de las sefiales clinicas de colltis, determinadas a través de Ia
pérdida de peso corporal (FIG. 37) y la calificacion fecal (FIG. 38), en
comparacién con los ratones tratados con ig control. Se resumen loa
resultados en la FIG. 39. La evaluacidn macroscépica de los célones de
ratones receptores de CD45RB" demostrd un aspesamiento y una hinchazon
severa, que casl fue suprimida casl por completo en los ratones tratados con
mull-21RFc. En términos microscépicos, los ratones tratados con control
también presentaron un grado mayor de hiperplasia epitelial e infiltracién
leucocitaria en la l&mina propia/la submucosa, en comparacién con los ratones
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tratados con mulL-21RFc. Adicionaimente, e midieron las cltoquinas en suero
en los ratones tratados con control y los ratones tratados con muIL-_21 RFc. De
las distintas citoquinas medidas, solamente se detecté interferdn gamma (IFN-
y) en suero. El tratamlento con dosis de 200 ug o 400 ug de mulL-21RFc
resultd en niveles en suero significativamente reducidos de IFN-y, en
comparacién con los ratones tratados con Ig control (FIG. 40). Puede usarse
IFN-y como marcador bloiégico de la eficacla de los antagonistas de IL-21R
sobre la 1BD.

[0255] Se evalud la respuesta a IL-21 de subconjuntos CD45RB™ (no
expuestas) y CD45RB® (de memoria) en un ensayo de proliferacion. En el
modelo de transferencia de IBD, solamente las células no expuestas
provocaron la enfermedad, y esta enfermedad pudo suprimirse agregando la
poblacién de memoria. En este ensayo, se estimularon poblaciones purificadas
con anti-CD3 unido a placa, y se evalué la incorporacién de *H-timidina en
respuesta a IL.-21. La poblacién no expuesta presentd una respuesta
significativamente incrementada a IL.-21 en comparacién con la poblacién de
memoria (FIG. 41). Esto sugiere que IL-21 es una citoquina Importante para la
expansion de esta poblacién in vivo.

[0256] La adicion de IL-21 a células CD4" CD45RB" activadas en cultive indujo
la secreci6n de muitiples citoquinas. Se trataron las células T CD45RB" CD4*
astfmuladas con ant-CD3 con 100 unidades/mi de IL-2 o 1 ng/ml, 10 ng/ml o
100 ng/ml de IL-21. En respuesta a IL-21, las células CD45RB" secretaron
mayores niveles de IL-2, IL-4, IL-10, IL~17, IL-18, IL-22, IFN-y y TNFe (FIG.
. 42). E! bloqueo de la IL-21 enddgena mediante |a adiclén de 50 pg/mi o 100
ug/ml de mulL-21RFc resultd en menores niveles de citoquinas' en estos
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cultivos, en comparacldn con los cultivos tratados con una Ig control (FIG. 43).
[0257] Tomados en conjunto, estos resuliados indican que IL-21 es un
participante potencial potente en las respuestas inflamatorias en este modalo,
y que puede obtenerse un beneficio terapéutico de los antagonistas IL-21R en
las enfermedades mediadas por Th1, tales como la enfermedad de Crohn y la
psoriasis.

Ejemplo 12: Los ratonas que carecen de IL-21R presentan una reducclén
en la inflamacién de las vias resplratorias Inducida por antigenocs

[0258] Este ajampld demuestra que los ratones transgénicos que carecen del
receptor IL-21 (IL-21R -/-) presentan una respuesta significativamente
reducida a la inflamacldn de las vias resplratorias inducida por antigencs y la
hiper-respuesta de las vias respiratorias.

[0259] Se inmunizaron ratones C57BL/6 IL-21R —/- y tipo salvaje (WT +/+) (de
8-12 semanas de edad) empleando una inyeccién intraperitoneal de 20 ug de
OVA emuisificado en 2,25 mg de alumbre (Alum Inject; Plerce) los .dlaa Oy 14,
Los dias 26, 27 y 28, se atacaron las vias respiratorias con un aerosol de 5%
de OVA en PBS por 30 minutos. Cuarenta y ocho horas despuas del ultimo
ataque con OVA, se evaluaron los camblos en la resistencla pulmonar de los
animales y la respuesta dindmica a metacolina aerosolizada. La sensibilizacién
y el atague con OVA rasultaron en un Incremento significativo en la hiper-
respuesta de las vias respiratorias después de aplicar metacolina en aerosol
en ratones WT +/+, en comparacién con los ratones WT +/+ sensibilizados con
OVA y atacados con PBS (FIG. 24). Sin embargo, no hubo diferencia en la
hiper-respuesta de las vias respiratorias en ratones IL-21R —/- sensibilizados

con OVA/atacados con OVA ante [a metacolina aerosclizada para el rango de
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dosificaciéon completo, en comparaclén con los ratones WT +/+ sensibilizados
con OVA/atacados con OVA (FIG. 24),

[0260] Luego se sacrificaron los animales ¥ s6 recolectd sangre y fluido de
lavado broncoalveolar (BALF) para analizar la inflamacién pulmonar, los niveles
de citoquina y las titulacionee de IgE total y ant-OVA. Se recolectd BALF a
partir del lavado broncoalveolar con 3x 0,7 ml de PBS. La cantidad de células
totales en BALF aumentd aproximadamente 36 veces después del ataque con
OVA en ratones WT +/+, en comparaclién con los controles atacados con PBS,
en contraste con un incremento de 3 veces respecto de los controlas atacados
oon- PBS en animales IL-21R -/~ (FIG. 25A). Ademés, la cantidad total de
células en BALF de los ratones IL-21R —/~ sensibilizados con OVA/atacados
con OVA fue significativamente menor que aquella observada en los animales
WT +/+ sensibliizados con OVA/atacados con OVA. No hubo diferencia en la
cantidad total de células en BALF entre los ratones IL-21R /- y WT +/+
sensibliizados con OVA/atacados con PBS (FIG. 25A). El ataque con OVA
resultd en un incremento significativo en los eosindfilos en BALF en ratones
WT +/+ e IL-21R —/—, en comparacién oor; los controles sensibilizados del
mismo modo pero atacados con PBS. Las cantidades absolutas de eosindfilos
en BALF estuvieron significativamente atenuadas en los animales IL-21 —/—, en
comparacion con aquellas observadas en los animales WT +/+ gensibilizados
con OVA/atacados con OVA (FIG. 25B). La eliminacién de IL-21R también
atenud significativamente el incremento en la cantidad de linfocitos (FIG. 25C)
y neutrdfilos (FIG. 250) en BALF después del ataque con OVA.

[0261) Los niveles de IL-5, IL-13 y TNFa en BALF aumentaron

significativamente en los ratones WT +/+ sensibilizados con OVA/atacados con



Ju

127 ne-rrx

L

OVA, en comparacion con Ios controles atacados con PBS (FIGS. 26 y 27). En
contraste, la sensibilizacién y el ataque con OVA indujeron un incremento muy
modesto en los niveles de estas citoquinas en BALF de ratones IL-21R —/—, en
comparacion con los controles atacados con PBS, los niveles fueron
significativamente menores que aquellos observados en los animales WT
sensibllizados con OVA/atacados con OVA (FIGS. 26 y 27). Se cuantificaron
los niveles de TNFa e IL-5 en BALF usando un conjunto de elementos que
comprendia un conjunto de esferas citométricas (Th1/Th2 de ratén, Cytokine
CBA, BD Biosciences, San Diego, CA). Se cuantificaron los niveles de IL-13 en
BALF por ELISA.

[0262]) Como se muestra en las FIGS. 28A-B, los niveles de IgE total IgE
ant-OVA después de la sensibilizacion con OVA/el ataque con OVA en IL-21R
—/— fueron mucho menores en comparacion con aquellos en los ratones WT+/+
tratados en forma idéntica. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en
loa ratones IL-21R —/— y WT +/+ cuando se compararon los niveles de IgE
tota‘les o especificas para OVA después de un ataque con PBS.

[0263] Estos resultados sugleren que la inhibicién de las respuestas mediadas
por IL-21 puede proporcionar un valor te@péutico en el tratamiento de la
alergia y el asma. |

Ejemplo 13: La Inhibiclén de la actlvidad de IL-21/IL-21R mejora la
severidad de los sintomas en un modelo de lupus MRL-FAS™

[0264]) Este ejemplo demuestra que los antagonistas de IL-21R, por ejemplo,
las protelnas de fusién [L.-21R-Ig (proteina IL-21RF¢ murina o *mulL-21RFc”) o
los anticuerpos antl-IL-21R, mejoran sintomas semejantes a los del lupus
eritamatoso sistémico (SLE) en un modelo en ratdn MRL-Fas™.
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[0265] Se usaron ratones MRL-Fas™ macho para todos los e:;peﬂmentos.
Estos ratones presentaban miiitiples sintomas simllares a los del SLE humano,
incluyendo ADN de autoanticuerpos, la destruccibn de mdltiples tejidos y
glomerulonefritis de complejos Inmunes. Se inyectaron 400 ug de MulL-21RFc
o un Isotipo control por via Intraperitoneal tres veces por semana, comenzando
a las 10 semanas de edad, y se analizd la progresién de la enfermedad en los
ratones en forma semanal. A las 15 semanas, se sacrificaron los ratones para
continuar el anélisis. Cada grupo de tratamienta contanla 10 ratones.

[0266] El tratamiento con MulL-21RFe redujo significativamente los niveles de
autoanticuerpos anti-dsADN en circulacién (FIG. 29) e IgG totat en suero {FIG.
30) en ratones MRL-Fas™, determinados por ELISA. Brevemente, para medir
los autoanticuerpos anti-dsADN, se aplicd dsADN sobre una placa de titulacién,
8e agregaron anticuerpos en suero y &8 detectaron los anticuerpos usando un
anticuerpo secundario anti-raton. Para medir la IgG total, se adhirid suero a
una placa de titulacién, a lo que siguié una deteccién usando un anticuerpo
sacundario anti-raton.

[0267] El tratamiento con Mull-21RFc tamblén redujo la acumulacién de
depdsitos de 1gG en rifiones de ratones MRL-Fas™. A las 15 semanas, se
sacrificaron los ratones y se colorearon seccliones de rifién congeladas (5 um)
con IgG-FITC de cabra anti-ratén. Se callficd la intensidad de la fluorescencla
en una escala de entre 0 y 3. En la FIG. 31 se muesira la intensidad total de la
fluorescencia medida en secclones de rifibn de ratones tratados y de control.
[0268] Estos resultados demuestran que el tratamiento terapéutico con un
antz-lgonlsta de iL-21R pueda aliviar los sintomas semejantes a los del lupus.
Ejemplo 14: Modelo animal de lupus y GVHD: Ausencia de formacién de
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autoanticuerpos y ilepdolto de IgG en los rifiones de ratones con
deficlencia de IL-21R Injertados con células de bazo B6 bm12

[0269] Se realizaron experimentos para investigar la respuesta de ratones con
knockout (KO) de IL-21R en el modelo de enfermedad crénica de injerto versus
huésped (GVHD) de lupus eritematoso sistémico (SLE) (Chen et al. (1998) J.
Inmunol. 161:5880-85). Este modelo comprende aspectos representativos de
SLE y GVHD.

(0270] Los animales usados fueron ratones B6.C-H2<bm12>/KhEG (bm12),
Jackson Labs (células de bazo); IL-21R-2 KO, Charles River Labs (CRL);
ratones tipo salvaje C57/B6 (WT), Charles River Labs; y ratonss tipo salvaje
C57/86, Taconic (TAC) (Germantown, NY).

[0271] Se sacrificaron los ratones donantes apropiados el dia de la induccién
de la enfermedad por exposicién a CO2. Se cosecharon los bazos y se los
moli6. Se lisaron las células rojas de la sangre usando NHCI 0,16 M: TrisCl
0,17 M (9:1) en 1 ml de solucidn de lisis por bazo, por un total de 5 minutos con
mezcla ocasional. Se contaron las suspensionas celulares usando azul tripén,
y 8e ajustd hasta una concentracion final de 2x10° células/mi usando solucién
salina estérii amortiguada con fosfato. Luego se Inyectaron 0..5 mi de la
suspension celular apropiada por via intraperitoneal en el ratén receptor
apropiado (como se indica en la Tabla 2 a continuacién). Luego se
monitorearon las proteinas en la orina y la pérdida/ganancia de peso en los
ratones receptores en los ratones receptores en forma semanal. _Cada dos
semanas, se exsanguind cada ratén a través del seno retro-orbital, y se
almacend el suero para realizar andlisis adicionales. Se efectuaron ensayos de

ELISA en todo el suero recolectado en cada uno de los puntos de tlempo
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(como se describe en Zouali y Stollar (1986) J. /Inmunol. Methods 80:105-10)
para detectar los autoanticuerpos contra ADN de cadena doble.

[0272] 12 semanas después de inducir la enfermedad, se sacsificéd la mitad de
los animales de cada grupo y se recolectaron los bazos y los rifiones. Se
preservd el rifién izquierdo (intacto) en formalina no amortiguada al 10% y se
colored con H&E. Se realizé la calificacion de la coloracién de acuerdo con el
método de Chen et al., supra. Los pardmetros de callficacléon incluyeron:
infiltracién  linfocitica perivascular, infiltracién linfocitica Intersticial,
hipercelularidad y engrosamiento de la membrana basal. El rifién derecho se
cortdé en forma longitudinal y se embebié cada mitad, con el lado cortado hacla
abajo, en un cassette de bloque de tejido. Se analiz6 el rifién deracho usando
técl_ﬂcas inmunohistoquimicas para detem:inar la presencia de depdsitos

inmunes, especificaments IgG, IgM y C3.

Tabla 2

|Grupo onante L!ecoptor L'I
1 JL-21RKO bm12 CRL IL-21R KO
2 RL-GVHD (C-GVHD) pbm12 ICRL B 10
3 [TAC-GVHD (T-GVHD) bm12 TAé B6 0
#__ICRL-Control (C-Control)CRL BS RL B6 5
|5 TAC-Control (T -ControlitAC B8 AC B6 |5

[0273] Se muestran los resultados de estos experimentos en la FIG. 44. No se
detectaron anti-dsADN autoanticuerpos en ninguno de los ratones con
knockout de IL-21R en ningdn punto de tiempo (FIG. 44A). Ademas, en la FIG.
44B se llustra que no se observan depésitos de IgG en los rifiones de ratones

con deficiencia de IL-21R veinte semanas después de inducir la enfermedad,
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en comparacién con los ratones con GVHD. Por consiguiente, los rﬁtones con
deficiencia de IL-21R no generan autoanticuerpos en el modelo de GVHD-SLE
ni forman depositos de IgG en los rifiones. Por consiguiente, el tratamlento de
los indlviduos con antagonistas de IL-21/IL-21R puede proporcionar una terapla
efectiva para el SLE y la GVHD.

[0274] Los contenidos de todas las raferer!clas, las solictudes de patentss
peqdientss (incluyendo 60/598086, presentada el 5 de Agosto'de 2004 y
60/639176, presentada e! 23 de Diclembre de 2004), las solicitudes de
patentes publicadas (incluyendo 2003/0108549, presentada el 4 de Octubre de
2002), y las patentes publicadas citadas en esta solicitud se incorporan en la
presente documentacién a modo de referencia.

Equivalentes

[0275] Aquellos entrenados en la técnica reconocerén o podran evaluar, sin
usar mas que experimentacion de mﬂng. muchos equivalentes de las
reallzaciones especlficas de la Invencidn descriptas en la presente
documentacién. Estos equivalentes estdn abarcados por las sigulentas

reivindicaciones.
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Ser
435

Pro
Gly
Ala
Cyb
Pro

515

Ber

3
70
FRT
Humano

3

aly

Leu

Asp

420

Pro

Arg

Gly

Thr
Asp
405
Ala
aly
Leu

Ser

Leu

Ser
500

Pro

Ser

Leu Met Thr Asn

1

Ber

Pro

Ala
5

Asp Val Gln Val Arg

Leu Trp Ser Glu Trp

Lys Pro Leu Arg Glu

Phe Ile Leu Leu Ile

<210>»
<21ll>

4
25

Val

Trp
390
Ala
Gly
Leu
Ala
Pro
470
ABp
Pro

Ser

aly

Phe

Ala

Ser

Trp

Leu
70

Ser
375
Pro
Gly
Thr
aly
Asp
455
Oly

Met

val

Pro
535

Ile

Ala

Gln

Ile
Cys
Leu
Thr
Gly
440
aly
Qly
Asp
Glu
Leu

aln

Ser
val
Pro

40

Val

136

Asp
Bex
Glu
Val
425
Pro
Qlu
Vfl
Thr

Cysn
505
Arg

Ala

Ile
Ber
as

Ile

Ile

Thr Val

Cys Glu
395

Pro Ber
410

Leu Ber

Leu Gly

Asp Trp

Ser Glu
475

Phe Asp
490
Asp Phe

Gln Trp

Ser

Ile Asp
10

Ser Met

Tyr Val

val Ile

Thr val
aao

Asp Asp

Pro Gly

Cys Oly

Ser Leu
445

Ala Gly
460

Ber Glu
Ber Gly

Thr Ser

val val
525

Asp Leu

Cys Arg

Gly Asn
45

Met Ala
60

Gly

Leu

Cys
430
Leu
Gly
Ala
Phe
Pro

510

Ile

Ser

Glu

Asp

Glu
415
val
Asp
Lsu
Gly
val
495

Gly

Pro

Lys
15

Ala
Glu

Ile

23)

r{guzgu;.-
Ala
400
Asp

Ber

Pro
8er
480
aly

Asp

Aly

His




350

nnN222
137

<212> ADN
<213> Becuencis artifiecial

<220>
<223> Descripcidn de la secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 4

gagtccgagq agaaagctga tctca
25

<210> 5

<211> 24

<213> ADN

<213> Secuencia artificial

<3220>
<223> Descripcién de la secuencis artificial: cebador de BPCR

<400> 5

gaaagatgac cgggtcactc catt
24

<210> &

<211> a9

«<212> ADN

<213> Becuencla arcificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonuclestido de
hibridizacitn marcado

<400> 6
actcgageta tgagetgecag gtgegggca
29

<210> 7

<211>» 29

<212> ADN

<213> Secuencila artificilal

<220>
<223> Deacripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido de
hibridizacién marcado NN14-1b (MU-1}

<400> 7
actcgagecta tgagctgcag gtgogggea
29

<210> B

<211> 5

«<212> PRT

<213> B8ecuencla artificial

<220>
<223> Deacripcién de la pecuencia artificial: motivo carfcteristico



138
de la familia de receptores de hematopoyetina
<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (3)..(3)
<223> Donde Xaa es cualquier aminofcido.
<400> 8

Trp Ser Xaa Trp Ber

1 5
<210> 9

<211> 2628

<212> ADN

<213> Ratén

<400> 9

gtcgacgeqgg cggtaccage
60

gcttgtctga ccgcaagtet
120

caggcgtgec ctgtcteotgt
180

tgcccagatg cecggetggt
240

ctggacttgc acctgactga
300

ctecggagtecc cgctgtgact
360

atggctttet gagaaagacc
420

actggctgec ttactectge
480

ctacactgac tacctctgga
540

catactcagt ctcacctggce
600

cagcctacac aggtetggec
660

gtectcaattc ctgtccgatg
720

ctcccaagag tgtggcagcet

780

tgtctgeoeeca

gcccatcect

ctggctgece

cctecagecte

actcctgeee

cccacgccca

ctgaaggagt

tgattctcca

ccatcacctg

aagatgaata

acaacaceac

aagttttcat

ttgtcctgge

ctteoteetgt

ggggcageca

cagcoctact

aggactatct

acctcaaacc

ggagaccace

aggtctggga

tggagcttgg

tgtcctggag

tgaggaactt

acatatatgy

tgtcaatgtg

tgagagcatc

ggtgtgcctc

actggcctca

gtettectet

cagcagtgac

ttecaccteee

caagtgecce

cacagcatgc

agctgcetgg

acacggagcc

caggaccaag

tacacgtgce

acggaccagt

aaaccagcte

acggtcactt
gceegtgeeco
gtgtaggcte
tccecctgatt
accaccacca
agcct;aaga
ccocggggece
acctcacttg
ccaaccccag
agaccttety
atatgcgett

ctggcaacaa

ccececttgaa




cgtgactgtg
84D

ctecaactac
500

ccectatget
960

tctcceotgaa
1020

gccaggecact
1080

ccaggetggg
1140

gatecattgte
1200

gatatgggca
1260

cgggaactte
1320

acagagttcc
1380

gttcocegggg
1440

tcactggtgce
1500

agaccggcca
1560

gtgtgtetgg
1620

ccgagagtet
1680

ttgecggetgt
1740

caggttgagg
1800

tgggteccceca
1850

cacatttgac
1920

accccctega
1580

gecttctcag

gtgctgaggg

gtgaggccag

gagttccaca

tcattcaggg

ctggttttca

ccagtgeccea

aagaaatggg

acaacaacat

ctgecegggte

ataatccecct

tatggtetgg

ccctgtaget

ggccctaatt

gtctcaggta

ctgtcatttg

ggagggggcet

agtggctttg

agctatctec

gacgctatga

gcaagctaca

tgaccaagct

aagattctag

ggacctggag

caggctggga

tgggtctgaa

cccctgagag

ttaataccce

cagccttaca

tggaagagca

tggcagetqg

tgtccattga

gtgaggatga

cagaggatct

gtggtctcag

ctgagagtga

caggttcoaga

gccagtgggt

139

tatetcctgg
atatgagetqg
gatctcagtg
ctaccagctg
tgagtggagt
acctcacatg
gatceacctg
tttetteeng
tttcacggec
tetgteattyg
actggagtgt
ccaageggte
cacagtgact
tggctatcca
gctettggte
gcttggaggce
ggactggaca
agcaggttec
ctgtggeage

ggtcaggace

gactcagctt

cagtatcgga

gactcaagas

caggtgeggg

gacccegtca

ctgetgetec

ccttggagge

cccectgtaca

tccagoatag

tatccagcca

gatggaatgt

tcagcctaca

gtgggagatg

gccatgaace

acagaccctg

tccccaggea

gcagacccaa

cccectggte

cccgtggaga

cctccacetg

atgacgeacc
acctcagaga
acgtetetcot
cagcgectea
tectttcagac
tggctgtctt
tatggaaasa
gggagcacag
agttggtgce
aggagaagaa
ctgagcctgg
gtgaggagag
cagagggcet
tggatgctgy
cttttetgte
gcctactgga
cctggigaac
tggacatgga

ctgatgaagg

tggacagtog

334



agcccagagce
2040

atttacagtg
2100

tgtgtgtgtg
2160

gtctgttgct
2220

attctcatgt
2280

aatasaattg
2340

tgtttggaga
2400

ggagaggaga
2460

aggggagagg
2520

tgaggaggtg
2580

caaagccaat
4628

<210>
<211>
<212>
<213>

10
529
PRT

<400> 10

Met Pro Arg Oly Pro

1

Ala Trp Ser Cys Leu

Ile Thr Cys Val Leu

35

Leu Thr Trp Gln Asp

50

Cys Ser Leu His Arg

Cys His Met Arg Leu

agctagcata

tgaacatgta

tgtgtgtgtg

atgtattgta

ttacaaactt

gctgcaacca

tggagaagga

ggyagaggaga

gaccatgagc

gccaggccag

taaaataaca

Ratén

taataaccag

ggggtgtgtg

tgtcttgggt

atgctaaatt

gctgtgtaaa

attactggag

gagaggagag

ggagaggaga

ctgtggecag

cagttagaag

40

70

140

ctatagtgag

tgtgtgtgtyg

tgtgtgttag

ctctacccaa

ccttgttcet

ggattagagg

accaagagga

ggagaggaga

agtagattag

L]

val Ala Ala Leu Leu Leu

10

Asp Leu Thr Cys Tyr Thr
25

@lu Thr Arg Sar Pro Aan

Qlu Tyr @Glu Glu Leu qln

Ser Gly His Asn Thr Thr

75

Ber Gln Phe Leu Ser Asp

aagaggcctc

tgtgtgcgtg

cacatccatg

agttctaggce

taatttaata

tagggggett

ggagaggaga

aagtatetgg

gggtgacctc

gctctaga

Leu Ile

Asp Tyr
Pro Ser
45

Asp Gln
60

His Ile

Glu Val

355

pnoas
———

tgagcetgge
tgtgtgtgtg
ttgggatttg
c:lcg;gtga
ccattggtta
ttgagttacc
ggagaggaga
ggetgcegtg
ggtacactgg

cagtatttgt

Leu His Qly

Ile Lau Ser

Glu Thr Phe

Trp Tyr Thr
[])

Phe Ila Val



Pro

145

Ber

Asp

Sar

val

Leu

Phe

130

Ser

Agn

val

Ber

Phe

_ 210

.Hin
Pro
Lys
Pro
305

Ala

alu

Leu
385

Asn

Gln

Leu

Leu

alu

Lys

Gln

Lys

-Ala

aly
a7o

Cys

Leu

Thr

Ala

115

Ber

Asn

Leu

Asp

Ser

195

Ala

Ala

Pro

Ber

a75

Ber

Glu

Asp

Gly

55

Leu

Val

Asp

Asp Gln Ber

100
Glu

Gly

Tyr

Arg

Ser

la0

Aly

Gly

Val

Phe

val

Bear

Lys

aly

340

Gln

val

Trp

Ala

Ber
Arg
Val
Asp

165

Arg

Gln
Thr
Qlu
Leu
245
Phe
Asn
Lys
325
Mat
Ala
Ser

Pro

Ile

Tyx

Leu
150
Pro

Asn

Leu

Pro
230
Ile
Leu
Gln
Thr
Thr
310
Phe
Ber

val

Ile

Cys
3so

aly

Lys

Asp

135,

val

Gln

Ber

215

Glu

Ile

Trp

Pro

Pro

Pro

Alu

Ser

Asp

378

Ser

Gly Arg Glu

ABn
Pro
120
Ile
aly
Ala
Ber
Val
a00
Glu
Ala
val
Lys
Leu
280
Phe
Ber
aly
Pro
Ala

Thr

Cys

Ser

141

Aan
105
Ala
Ser
Lys

vVal

Leu
18s

Trp

Gly

Leu

Lys
265
Tyr

Thr

Ala

aly
345
TYr
val

alu

Gly

Ser

Lau

170

Ala
Ser
Trp
Val

Ile

Ala

Pro
330
Hie

Ber

Asp

Pro

Gln Glu Cys

Pro
Asp
Gln
155
Pro
Pro
Ala
Asp
Asp

Phe
Trp
Glu
Ser
His
315
aly
Trp
alu
Val
Asp

a9s

Aan

Leu

Ser
140

YL
Val
glu
Pro
Pro
220
Pro
Met
Ala
His
Ser
300

Leu

Leu

@lu
aly
380
aly

Ber

Asn
125
Ala
Glu
Thr
Glu
aGln

val

aly

Pro

Ser

Ile

Ser

Glu

Ile

Asp

Glu

Gly
110

Val

Leu
Lys
Phe
190
Pro
Ile
Met
Leu
val
270

Aly

Glu

Glu
Ile
350

Asp

Ala

Asp

Ser
Thr
Asp
Gln
Leu
175
His
Oly
Phe
Leu
Lys
255
Pro

Asn

Leu

Gln
a3is

Pro

Glu

Ala

Leu

H ﬂﬂoos

Phe
Val
Glu

160

Ile
Lys
Thr
Gln

240

Ile

Phe
val
Pro
330
Leu
Leu
Pro
Gly
Mat

Leu



Pro
Oly
Lys
Gly
Asp

485

Glu

Ala
aly
Glu
Gly
470

Thr

Thr

Val Val Arg Thr

Phe
Ber
dly
455
aly

Phe

Asp

Secuencia artificial

Pro
440
A8p
Ser

Asp

Glu

142

Ser
425

Gly
Trp
Qlu
Ser
aly

Pro

410

Cys

Ber

8er

aly
490

val

Gly Cys

Leu Leu

Ala Asp
460

Glu Ala
475

Phe Ala

Pro Arg

Asp Ser

415

Val Ber Oly Ber
430

Asp Arg Leu Arg
445

Pro Thr Trp Arg

Gly Ber Pro Pro
480

Oly Ser Asp Cys
495

B8er Tyr Leu Arg
510

Gly Ala OGln Ser
525 -

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador de PCR

<223> Descripcin de la secuencia artificial: cebador de PCR _

Becuencla artificial

Leu Val Thr Asp
420
Gly Leu Arg Leu
435
Leu Ser Phe Ala
450
Thr" Gly Ser Pro
465
Gly Leu Asp Mat
Gly Ser Pro Val
500
Gln Trp
515
Ser
<210> 11
<211l> 20
<212> ADN
<313>»
<220>
<400> 11
agcatcaagc cggctcccce
20
<210> 12
<21ll>» 20
<212> ADN
<213> Artificial Primer
<220>
<400> 12
ctccattcac tccagqgtcecec
20
<210> 13
<211» 20
<212> ADN
<213>
220>




143

«223> Descripcién de la secuencia artificial:

<400> 13
ttgaacgtga etgrgqgcctt
20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial:

de ADNc de MU-1 murino

<400> 14
tgaatgaagt gcctggctga
20

<210» 15

<211l> 40

<212> ADN

<213» Secuencia artificial

<220>»

<223> Descripcién de la secuencia artificial:

<400> 15
cacaaagctt cagtatgagc tgcagtacag gaaccgggga
40

<210> 16

<21ll> 40

<212> ADN

«213> Secuencla artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial:

<400> 16
cacaggatece ctttaactcc tctgactgyg tetgaaagat
40

<310> 17

<211l> 224

<212> PRT

<213> Organismo no determinado

<320>
<221> Organismo no determinado
<222> (1) ..(224)

rNoga

cebador de PCR

oligonucleStido intarno

cebador de PCR 5’

cebador de PCR 3’

«223> Descripcién del organiemo no determinado: segundo polip#ptido

gque comprende una regién Fc



<400>

His Thr
1

val Phe

Thr Pro
Gly Val
Lys Thr

S8er Val
Lys Cys
Ile Ser
Pro Pro

130

Leu val
145

Asn Gly
Ser Asp
AIQ-TTP
Leu His

210

<210>
<21l>

17
Cys
Leu
Glu
35
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
115
5er
Lys
Gln
Gly
Gln

1585

Asn

18
617

«212> ADN

<213>

<400>

18

Pro
Pha
20

Val

Phe

Pro

Val
100

Ala

dly
Pro
Ser
180

Gln

His

Humano

Pro Cys

Pro Pro

Thr Cys

Asn Trp

Arg Glu
70

val Leu
85

8er Asn
Lys Gly

Glu Olu

Phe Tyr
150

Glu Asn
165
Phe Phe

Gly Asn

Tyr Thr

Pro

Lys

val

Glu

His

Lys

Gln

Met

135

Pro

ABn

Leu

val

Gln
215

Ala

Pro

val

val

Gln

Gln

Ala

120

Thr

Ser

Phe
400

Lys

144

Pro
Lys
as

val
ABp
Tyr
Asp
Leu
105
Lys
ABp
Lys
Ser
185

Ser

Ber

Glu

Asp

Asp

aly

ABn

Pro

Glu

Aan

Ile

Thr

170

Lys

Cys

Leu

Ala

val

val

Ser

75

val

Pro

Gln

Ala

155

Leu

Ser

8er

gctgaagtga aaacgagacc aaggtctage tctactgttg
60

tggcaacatg gagaggattg tcatctgtct gatggtcate

120

caaatcaagc tcccaaggtc aagatcgcca catgattaga

180

Leu

Leu

Ser

Qlu

Asn

Pro

Gln

Val

140

Val

Pro

Thr

Val

Leu
220

Gly
Met
His
Val
Tyr
gly
Ile
Val
125
Ser
Glu
Pro
Val
Mat

Ser

Ala
Ile
30

alu

His

Lys
Glu

110

Leu
Trp
Val
Asp
190

His

Pro

8er

Asp

ABn

val

Glu

Lys

Thr
Glu
Leu
175
Lys

Glu

aly

Ser

Pro
Ala
val
80

Thr

Leu

Ser
160
Asp
Ser

Ala

Lys

gtacttatga gatccagtce

ttcttgggga cactggtecca

atgcgtcaac ttatagatat




340
N4y

tgttgatcag
240

agatgtagag
300

gtcagcaaat
360

gaaaccacct
420

tgattecttat
480

aaagatgatt
540

taacttgcag
600

tattecaagt
617

<210>
<211>
<212>
<213>

15
162
PRT

<400> 19

Met Arg Ser

i

val Ile Pha

His
35

Asp Arg

Lys
50

Asp Val

Ala
Val

Gly Arg

115

Glu Lys Lys

110

ctgaaaaatt

acaaactgtg

tccacaaatg

catcageatce

ttggacacta

atgtgaacga

agtggtcagc

atgaaaggat

cacccaaaga

tgtcotctag

tgttacatac

145

cttggtececet

tttttcctge

aatcaatgta

acagaaacac

attcctagaa

aacacacgga

tctaatatag

gaatttctge

tttcagaagg

tcaattaaaa

agactaacat

agattcaaat

agtgaagatt

tagtgaaagt

cagctccaga

cccaactaaa

agctgaagag
gcccttoatg
cacttctceea

cctgaggate

catttetttyg

Asn

Gln

Ber

Arg

ggaggag

Humano

Ber
Leu
20

Met

aglu

Leu

Ile

100

Gln

Pro

Pro
aly
Ile
Val
Thr
Lys
85

Lys

Lys

Pro

aly

Thr

Asn
Asn
70

Ser
Lys

His

Lys

Asn

Leu

Met

Asp

Cys

Ala

Leu

Arg

Glu
135

Mat

val

40

Leu

Glu

Asn

Lys

Leu

120
Phe

Glu Arg Ile
10

His Lys Ber
25

Gln Leu Ile
Val Pro Glu
Trp Ser Ala

75

Thr Gly Asn
90

Arg Lys Pro
105

Thr Cya Pro

Leu Glu Arg

Val

8er

Phe

Phe

Asn

Pro

Ser

Phe
140

Ile Cys Leu
15

Ser dln Gly
30

Ile Val Asp
45

Leu Pro Ala
Ser Cys Phe
Glu Arg Ile

Ber Thr Asn
110

Cys Asp Ser
125

Lys Ber Leu

Met
Gln
Gln
Pro
aln
B0

;la

Ala

Leu



146

nonza

Gln Lys Met Ile His Gln His Leu Ber Ser Arg Thr His Gly Ser Glu
150

145

Asp Ber

<210> 20
<211>» 7
<212> PRT
<213>

<400> 20

Humano

Glu Aep Asp Gly Tyr Pro Ala
1 5

<210>
<211>»
<312>
<213>

21
16
PRT

<400> 21

Humano

155

Met Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Pro

1

<210>»
<211>
<213>
<213>»

22
786
ADN

<400> 22
atgaaattct
60 .

geeggeageg
120

aagggttceg
180

atcctggaaa
240

gaagagctga
300

catgccacct
360

gtcaacatca
420

gagagcatca
480

Humano

tagtcaacgt
gacaccacca
gatgcceocega
tgtggaacct
aggacgaggc
acacctgecca
cagaccagtc

agcecggctoc

tgcccttgtt

tcatcaccac

cctegtetge

ccaccccagce

cacctectge

catggatgta

tggcaactac

ccctttcaac

10

tttatggteg

ggtageggeg

tacaccgatt

acgectcacce

agectccaca

ttccacttca

tcccaggagt

gtgactgtga

160

Ber Pro Leu His Pro

tgtacattte

actataaaga

acctcocagac

ttacctggca

ggtcggeoca

tggccgacga

gtggcagectt

cettetoagy

15

ttacatctat

cgatgacgat

ggtcatctge

agaccagtat

caatgccacg

cattttcagt

tctoctgget

acagtataat

3ul




147

atctectgge getcagatta cgaagaceckt geettctaca
540

tatgagctgc agtacaggaa ccoggggagac coctgggetg
500

atctcagtgg actcaagaag tgtctoccte ctcecccocctgg
660

tatgagctgc aggtgcggge agggeccatg cctggetect
720

gaatggagtg acccggtcat ctttcagacce cagtcagagyg
780

taatga
786

<210> 23
<3211l> 260
<212> PRT
<213> HRumano

<400> 23

Met Lys Phe Leu Val Asn Val Ala Leu Val Phe
1 5 10

Ser Tyr Ile Tyr Ala Oly Ber Gly His His His
40 25

Gly Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Gly Ser
a5
Val Cys Tyr Thr Asp Tyr Leu Gln Thr val Iles
50 85

Trp Asn Leu His Pro Ser Thr Leu Thr Leu Thr
65 70 75

Glu Glu Leu Lys Asp Olu Ala Thr Ser Cys Ber
as 90

Hie Aen Ala Thr His Ala Thr Tyr Thr Cys His
100 105

Phe Met Ala Rep Asp Ile Phe Ser Val Asn Ile
115 120

Asn.Tyr Ser gln Glu Cys Gly Ser Phe Leu Leu
130 135

Pro Ala Pro Pro Phe Asn Val Thr Val Thr Phe
145 150 155

Ile Ser Trp Arg Ser Asp Tyr Glu Asp Pro Ala
165 170

34
AN2Low

tgctgaaggg caagcttcag
tgagtccgag gagasagcty
agttccgcaa agactcgage
cctaccaggg gacctggagt

agttaaagga aggctggaac

Mat Val Val Tyr Ila
15

His Hies His Qly Ser
ao -

dly Cys Pro Asp Leu
45

Cys Ile Leu Glu Met
60

Trp Gln Asp Gln Tyr
eo

Leu His Arg Ber Ala
95

Met Asp Val Phe His
110

Thr Asp Gln Ser QGly
125

Ala Glu Ber Ile Lys
140

Ber Gly Gln Tyr Asn
160

Phe Tyr Met Leu Lys
175



Gly Lys Leu

Ala Val Ser
195

Ser Leu Leu

210

Val Arg Ala

Glu Trp Ser

Glu Gly Trp

<2l1l0>
<211>
<212>»
<213>

24
ADN
<400> 34

gcggecgeac
60

gaggctgagy
120

tcetggaaat
180

aagagctgaa
240

atgccaccta
oo

tcaacatcac
360

agagcatcaa
420

tctectgacg
480

atgagctgca
540

tctcagtgga
600

atgagctgca
660

143

Gln Tyr Glu Leu Gln Tyr Arg Asn
185

180

Pro Arg Arg Lys Leu Ile Ser Val

Pro Leu Glu Phe Arg Lys Asp Ber

115

Gly Pro Met Pro Gly Ser Ser Tyr
230

245

Asn
260

1426

Humane

caccatgceeyg

ctgccccgac

gtggaaccte

ggacgaggcc

cacctgececace

agaccagtct

gccggetece

ctcagattac

gtacaggaac

ctcaagaagt

ggtgcgggca

cgtggetggyg

ctcgtetget

caccccagca

acctcctgea

atggatgtat

ggcaactact

cetttcaacg

gaagaccctg

cggggegace

gtctececektee

gggcccatge

215

Aep Pro Val Ile Phe Gln Thr @ln

cegececcectt
acaccgatta
cgeteaceet
gcctccacag
tecacttcat
cccaggagtg
tgactgtgac
ccttctacat
cctaggetgt
tcccectgga

ctggctcete

Arg Gly Asp Pro
190

Trp

Asp Ser Arg Ser Val

ger Tyr Glu Leu Gln

410

Gln Gly Thr Trp Ser

240

Ser Olu Glu Leu Lys

gcteceotgetg

ccteccagacg

tacctggcaa

gtcggcocoac

ggccgacgac

tggcagecttt

cttctcagga

gctgaagggc

gagtccgagg

gttccgcaaa

ctaccagggy

255

ctgctecagg
gtcntc;gca
gaccagtatg
aatgccacge
attttcagtg
ctoctggetyg
cagtataata
aagcttcagt
agaaagctga

gactcgaget

acctggagtg



aatggagtga
720

gctecggete
780

ggggaccgte
840

ccoctgaggt
500

actggtacgt
960

acaacagcac
1020

gcaaggagta
1080

tetccaaage
1140

aggagatgac
1200

acatcgecgt
1260

ccgtgetgga
1320

ggtggcagca
1380

acacgcagaa
14326

<210>
<21l>»
<212>
<213>

as
467
PRT

<400> 25

cceggtoate
tagagacaaa
agtcttecte
cacatgegtg
ggacggegtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacgge
ggggaacgtc

gagcctctee

Humanp

tttcagacco

actcacacat

ttcceocceaa

gtggtggacg

gaggtgcata

gtcagcgtcoe

gtctccaaca

cccocgagaac

gtcageoctga

agcaatgggc

tcctecttee

ttcteatget

ctgtccecegg

149

agtcagagga

gceeaccgty

aacccaagga

tgagccacga

atgccaagac

tocaccgtect

aagccctecee

cacaggtgta

cectgecetggt

agccggagaa

tectatagcaa

ccgtgatgca

gtaaatgagt

Met Pro Arg Gly Trp Ala Ala Pro Leu Leu Leu

1

@ly Trp Gly Cys Pro Asp Leu val
20

5

10

Cys Tyr Thr
a5

val Ile Cys Ile Leu Glu Met Trp Asn Leu His

k1]

Leu Thr Trp (Glan Asp Gln
50

40

Tyr Glu Glu Leu Lys

gttamaggaa

cccagecacet

caccctcatg

agaccetgag

asagccgegqg

agtceccatce

cacectgecce

caaaggctte

caactacaag

gcteacegtg

tgaggctctg

gaatte

34y
. NR22L

ggctggaacy
gaactcctgg
atctceccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatyg
gagaaaacca
ccatcceggg
tatcccageg
accacgectce
gacaagagca

cacaaccact

Leu Leu Leu Gln Gly

15

Asp Tyr Leu Gla Thr
3a

Pro Ser Thr Leu Thr

45

Asp Glu Ala Thr Ser



Cys
65

Cys

Pro
145

8Ser

Hie

lle

Leu

Phe

130

Ala

Arg Asn

Ser

Asp

Ser

Thr

Asp

Oly

Ile

Glu

val

Ber

210

dln

Lys

Pro

Ber

Asp

290

Eis
305

Lys

alu

Asn

val

alu

Lys

370

Leu

Met

Thr

Ala

115

Bar

Asp
Ser
195

aln

Ser

Ser

275

Pro

Ala

Val

Tyr

His
Asp
Asp
100

alu

daly

aly
Ser
180
Gly
Glu
His
val
260
Glu
Lys
8Ser
Lys
340

Ile

Pro

Arg

Val

Gln

Sar

Gln

Met

Asp

165

alu

Thr

@lu

245

Phe

Val

val
3as

Cys

Ser

Pro

Ser
70
Phe

Ssr

Ile

Leu
150
Pro

Ber

Leu
430

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

310

Lys

Lys

Ser

Ala

His

Hia

Phe

150

‘Asn Ala

Met Ala
90

Gly Asn Tyr Ber

Lys
Asn
135
Lys
Trp
Val
3ln
Ser
215

Lys

Pro

Vval
Phe
295

BPro

Val

Ala

318

Pro
120
Ile

aly

Ber
val
200
Olu
Glu
Pro
Pro
Thr

280

Asn

Val
Ser
Lys
360
3lu

105

Ala Pro

Ber Trp

Lys Leu

Val Ber
170

Leu Leu
185

Trp Ber
dly Trp
Cys Pro

250

Pro Lys
265

Cys Val
Trp TyTr
Qlu Glu
Leu His

330

Asn Lys
345

aly Gln

Glu Met

Thr
Asp
aGln

Qln
155
Pro
P:I‘.'O
aly
Asp
Asn
215
Ala
Pro
Val
Vval
Gln
315
Gln
Aa

Pro

Thr

His

Asp

Qlu

Phe

Ber
140

Tyr

Axg

Leu
Pro
Pro
220

aly

Pro

val

Asp

Asp

Leu

Ary

Lys
380

Ala

Ile

Cys

Asn
125
Rap
Glu
Arg
Glu
Met
205
Val
Ber
Glu
Asp
Asp
285
Oly
Asn
Trp
Pro
Glu

365

Asn

Thr Tyr Thr

Phe
aly
110

Val

Lys
Phe
130
Pro

Ile

Oly

Thr
170
val
Vval
Ser
Leu
Val
3s0

Pro

Gln

Ser
95

Ber

alu

Glno

175

Gly

Phe

Ser

Lsu

Leu

Ber

Glu

Thr

Asn

335

Pro

aln

val

80

val
The
Val
Asp
160
;I:le
Lys
Sex
Gln
240
Gly
Met
Hinm
Val
320
Qly
Ile
vdl

Ber



151

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ber Asp Ile Ala Val Glu
390 395 400

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Aan Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
410 415 -

Leu RAsp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
425 430

Leu
385
Trp
4405
val
420

Asp

435
His

450

Pro @ly Lys
465
<210> 26
<211> 1499
<212> ADN
<«213> Humano
<400> 26

440

gcggccgeac caccatgccg cgtggetggg
60

gaggctgggg
120
tcctggaaat
180

aagagctgaa
240

atgccaccta
300

tcaacatcac
360

agagcatcaa
420

tctectggey
480

stgagctgca
540

tctcagtgga
600

atgagetgca
660

ctgececgac

gtggaacctc

ggacgaggce

cacctgceac

agaccagtcet

gccggetece

ctcagattac

gtacaggaac

ctcaagaagt

ggtgcgggea

ctcgtctget

caccocagea

accteetgea

atggatgtat

ggcaactact

cetttcaacyg

gaagaccctg

cggggagacc

gtctecctec

gggcccatge

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

cegccccett
acaccgatta
cgctcicect
gcctecoacag
tccacttoat
cceocaggagtg
tgactgtgac
ccttectacat
cctgagetgt
tcocecctgga

ctggeteéte

Ser Cys Ber Val Met

© 445

S8er Leu Ber Leu Ber

460

gctecctgetg

ccteccagacy

tacctggoaa

gteggeceac

ggccgacgac

tggcagcttt

cttetcagga

gctgaagggce

gagtccgagg

gttccgcaaa

ctaccagggg

ctgctccagg
gtcatctgca
gaccagtatg
aatgccoacge
attttcagtg
ctcctggety
cagtataata
aagctteagt
agaaagctga
gactcgagct

acctggagtg



ccecggtcatc

aatggagtga

720

gecteocggete tagagacaaa
780

ggggaccgte agtcttcocete
840

eccctgaggt cacatgegtg
900

actggtacgt ggacggcegtg
960

acaacagcac gtaccgtgtyg
1020

gcaaggagta caagtgcaag
1080

tctccaasagc caaagggcag
1140

aggagatgac caagaaccay
1200

acategecgt ggagtgggag
12690

cegtgetgga ctecgacggce
1320

ggtggcagca ggggaacgte
1380

acacgcagaa gagcctcectece
1440

gtcaacaaat gggttctgga
149%

<d10> 27

<211l> 492

<212> PRT

<213> Humano

<400> 27

1

aly Trp Gly Cy

20

tttcagaccec

actcacacat

ttcecccccaa

gtgatggacy

gaggtgcata

gtcagcgtoe

gtctcoaaca

ccccgagaac

gtcagcctga

agcaatgagc

tccttettee

ttcteocatget

ctgteccegg

tctcatcate

152

agtcagagga
gcccaccgty
aacccaagga
tgagccacgn
atgccafglc
tcacegtcoet
aagcectoee
cacaggtgta
ectgectggt
agccggagaa
tctatagcaa
ccgtgatgea
gtaaatcaqg

atcatcatca

190

gttaaaggaa

ccocagcacct

cacectcatg

agacectgag

aaagcegegg

gcaccaggac

agtccccate

caccctgecc

caaaggcttc

caactacaag

gctcaccgtg

tgaggctetg

aatggcatca

ttctggaggt

34

ﬂ"'?-f-:./

ggctggaacg
gaact;ctgg
atctccocqga
gtcaagttca
glssnggast

tggetgaatyg

ccatccoggyg
tatcccageg
accacgccte
gacaagagca
cacaaccact
atgacaggag

tgagaaftc

Met Pro Arg Oly Trp Ala Ala Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gln Gly
15

@ Pro Asp Leu Val Cys Tyr Thr Asp Tyr Leu Qln Thr
25 30

Val Ile Cys Ile Leu Glu Met Trp Asn Leu Hig Pro Ser Thr Leu Thr

35

40

45



Leu

Cys
65

Cys

Ber

His

Ile

Phe

" 130

Pro
145
Ser
Asp
Ber
Thr
225

Asp

Oly

Ile

Glu

His

305

Lys

QGlu

Ala

Asn

Val

Serxr

210

Qln

Lya

Pro

Ser

Amp

290

Asn

val

Glu

Lys

Trp

Leu

Met

Thr

Ala

115

Berxr

Asp

Ber

195

Gln

8er

Thr

Ber

475

Pro

Ala

val

Thr
355

Gln
His
Asp
Asp
100

alu

aly

aly

Ber

1480

aly

Glu

His

Val

Glu

Lysa

8er

Lys
340

Ile

Asp

Val
85

Gln
Ser
Gln
Met
Asp

1658

Glu

Glu

Thr
245

FPhe

"Pro

Val

Thr

Val
325

Cys

Ser

Qln
Ser
70

Phe

Ber

Ile

Leu
150
Pro
Ser
Leu

Trp

Leu
230

cys

Leu

Glu

Ly»s

Lys

310

Leu

Lys

Tyx
55

Ala
His
aly
Lys
Aan

135

Lys

Val
aln
Ser
215
Lys
Pro
Phe
val
Phe
255
Bro
Thr

val

Ala

alu
His
Phe
Asn
Pro
120
Ile
Qly
Ala
Ser
val
200
@Glu
Glu
Pro
Pro
Thr

280
Asn

Val

Ser

360

153

Glu Leu

Asn Ala

Met Ala
920

Tyr Ser
105

Ala Pro

8er Trp

Lys Leu

Val Ser
170

Leu Leu
185

Trp Ser

Gly Trp

Cys Pro
a50

Pro Lys
265

Cys Val

Trp Tyr

Glu Glu

Leu His
330

Asn Lys
345

Gly Gln

Ly®
Thr
75

ABp

Gln

Gln
155
Pro
Pro
aly
Asp
ABDn
235
Ala
Pro
Val
val
Qln
315
Gln

Ala

Pro

ABp @Glu Ala

60
His

Asp

Glu

Ala

Ile

Cys

Phe Aan

Ber
140

Tyr

Arg

Leu
Pro
Pro

2320

aly

Lys

val

Asp

Asp

Leu

Arg

125

Aap
dlu
Arg
Glu
Met
205
Val
Ber
Glu
Asp
Asp
285
Gly
Asn
Trp

Pro

Glu
365

Thr
Fhe
Gly

110
Val

Leau
Lys
Phe
190
Pro
Ile
Gly
Leu
270
Val
Val
Ber
Leu
Val

aso

Pro

Thr

Tyx

Ber
S5

Ber
Thr
Glu
Gln
Leu
175

Arg
aly
Phe
Her
Leu
255
Leu
Ser
Glu
Thr
Ran
335

Pro

aln

34®
poasg.

Ser
Thr
B0

Val
Phe
Vval
Asp
Tyr
160
Ile
Lys
Ser
Gln
240
Gly
Met
Hia
val
320
aly
Ile

Val



Tyr Thr Leu

370
Leu Thr
3es

Qlu Ser

Val Leu Asp

Ser
435

Asp Lys

Eis Glu Ala

450

Pro
465

Gly Lys

Ser Gly Ber

<210>
<211>
<212>
<213>

as
1426
ADN

<400> 38

gcggeoegoas caccatgocg

gaggetgggg ctgcccocgac

120

tcetggaaat gtggmaccote

1680

aagagctgaa ggacgaggcc

240

atgccaccta cacctgeocac

300

tcaacatcac agaccagtcect

360

agagcatcaa gceggectcoec

420

tetectggeg ctcagattac

480

atgagctgca gtacaggaac

540

Pro

Leu

Ber

420

Leu

Ser

Hie

Humano

Pro
Val
aly

405

Asp

His

Gly

His
485

Ser Arg Glu
375

Lys Gly Phe

390

Gln Pro Qlu

Gly Ser Phe

Gln Gln Gly

440

His Tyr

455

Asn

Meat Ala

470

Ser

His His His

ctcgtetget

caccccagea

acctcctgea

atggatgtat

ggcaactact

cctttcaacy

cggggagacc

154

Glu

Tyr

Asn

Pha

425

Asn

Thr

Met

Hipg

cgtggetggg cogeeccett

gaagaccctg ccttctacat

cctgggetgt

acaccgatta
cgetcaceot
gcctccacag
tcecactteat

cccaggagtyg

tgactgtgac

Met Thr Lys
180

Pro Ser Asp
395

Asn Tyr
410

Lys
Leu Tyr Ser
Val Phe Ser

Ser
460

Gln Lys

Thr Gly
475

Gly

Ber QGly
490

Gly

Asn

Ile

Lys

Cys
445

Leu

Gln

Gln

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Ber

dln

gctectgetg
cctecagacg
tacctggcaa
gteggceccac
ggé?gncgac
tggcagottt
cttctcagga

gctgaaggge

na

Val Ber
val Glu
Pro

415

val Met

Leu Ser

Met Gly

480

ctgctceocagg
gtcatctgea
gaccagtatg
aatgccacgce
atttrccagtg
ctecctggetg
cagtataata

aagcttcagt

gagtccgagg agasagetga

Ll

Eani]

349



tctcagtgga ctcaagaagt
600

atgagctgca ggtgcegggcoa
860

aatggagtga cccggtcatce
720

getceggete tagagacaaa
740

gggcaccgtc agtetteecte
B840

cccctgaggt cacatgogtyg
soq

actggtacgt ggacggegty
960

acaacagcac gtaccgtgtg
1020

gcaaggagta caagtgcaag
1080

tctccaaagc caaagggeasg
1140

aggagatgac caagaaccag
1200

acategeegt ggagtgggag
1280

ccgtgectgga ctocgacgge
1320

ggtggcagca ggggaacgte
1380

acacgcagaa gagcctctec
1426

210> 29

<211> 467

<212> PRT

<213> Humano

<400> 29

Met Pro Arg Qly Trp Ala Ala Pro Lsu
1 5

Gly Trp Gly Cys Pro Asp Leu Val
20

gtctcectee

gggcocatgce

tttcagacce

actcacacat

ttceoccocaa

gtggtggacg

gaggtgcata

gtcagegtce

gtctccaaca

cocccgagaac

gtecagectga

agcaatgggc

tecttettee

ttctcatget

ctgtecccegy

155

tccocecctgaa
ctggcteétc
agtcagagga
gcceoacegtg
aAcccaagga
tgageccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagccceteeco
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctatagcaa
cegtgatgea

gtaaatgagt

Leu Len
10

gttccgcaaa

ctaccaggag

gttaaaggaa

cccageacct

caccctcatg

agaccctgag

Baagcegegy

goaccaggac

agcccccatce

caccctgcee

caaaggcttc

caactacaag

gctcacegtg

tgaggetetg

gaatte

35¢

. pnasg”

glctcg?gct
acctggegtg
ggctggaacyg
gaagccctgg
atctececgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaasacca
ccatcecggg
tatcccageg
accacgcete
gacaagagca

cacaaccact

Leu Leu Leu Gln Gly

30

15

Cys Tyr Thr Asp Tyr Leu Gln Thr
as



val

Leu

Cys
65

Cys’

Pro
145
Arg
ger
Asp
Ber
Thr

225

Asp

Ile
Glu
His

305

Lys

Il

50

HSer

His

Ile

Leu

Phe

130

Ala

Aan

Val

Bar

. 210

Gln

Lys

Pro

Ber

Asp

250

Asn

val

Glu

Cya
as

Trp
Leu

Mat

Ala
115

Ser

Phe

-ABp

Ser
195
Gln

Ser

Ser

275

Pro

Ala

Val

Ile
Gln
His
Asp
Asp
100

alu

aly

aly

Ser
180

TYr
Oly
Glu
Hie
Val

Glu

Lys

Aar

Lys
340

Leu

Asp

val

aln

Ser

Gln

Met

Asp

165

Glu

Thr

Glu

Thx

245

Phe

Pro

Val

val
325

Cys

Glu
aln
8er
70

Phe

Ser

Ile

Leu
150
Pro

Ser

Leu

Glu
Lys
Lys
310

Leu

Lys

Met

Tyr
55

Ala
Ris
Gly

Lys

Asn
135

Lys

Trp

val

Oln

Ser
215

Lys
Pro
Phe
Val
Phe

Pro

Val

glu
His
Phe
Asn
Pro
120
Ile
aly
Ala
Ber
val
200
@Glu
Glu
Pro
Pro
Thr

Asn

Val

Ser

156

Asn

Glu

Asn

Met

105

Ala

HSer

Lys

val

18§

Trp

Gly

Cys

Pro
265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn
345

Leu
Leu
Ala
Ala
90

Ser
Pro
Trp
Leu
Ser
170
Leu
Ala
Ber

Trp

Pro
250

Lys

Val

TYyr

Glu

His
330

Lys

His

Thr
75
Asp

Gln

Pro

Gln
155
Pro
Gly
Asp
ABn
235
Ala
Pro
val
val
Gln
315

@ln

Ala

Pro Ber
45

Asp Glu
60

His Ala

Asp Ile

Glu Cys

Phe Aan
125

Ber Asp
140

Tyr Glu

Arg Arg

Leu Glu

Pro Met
205

Pro Val
a290

Qly Ber

Pro Glu

Lys Asp

Val Asp
285

Asp Qly
300
Tyx Asn

Asp Trp

Leu Pro

Thr
Ala
Thr
Bhe
aly

110

Val

Leu
Lys
Phe
190
Pro
Ile
Gly
Ala
Thr
270
Val
Val
8er

Leu

Ala
i }-1.]

nn

Leu

Thr

Tyx

Ser
95

Ser

alu

Gln

Leu

175

Gly

Phe

Ber

Leu

Ser

alu

Asn
335

Pro

b A

———
Thr
Ser
Thr
a0
Val
Phe
val
Asp
160
Ile
Lys
8er
@ln
240
Ooly
Met
His
Val
320
aly

Ile

35|



Glu Lys

i g

Thr
370

Leu
k] 1]

Thr

Trp Glu Ser

Val Leu Asp

Ser
435

Asp Lys

His Glu Ala

450

Pro
465

Oly Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

30
741
ADN
Huma.

<400> 30
atgccgecgtg
60

cccgaccteg

120

aacctcecacc
180

gaggccacct
240

tgccacatgg
300

cagictggca
as50

gctecccett
420

gattacgaag
480

aggaaccggg
540

Ile Ber

Pro Pro

Leu Val

Lys

Ber

Lyse

Ala Lys

360

Glu
378

Gly Phe

Asn Gly

405

Ser
420

Asp

Trp

Leu His

gctgggecge

tctgctacac

ccagcacgcet

cctgcagect

atgtattcca

actactccca

tcaacgtgac

accctgeccectt

gagacccctg

Gln

Gly

Gln

Aan

Pro QGlu

Ser Phe

Gln Qly

440

His
455

cecettgete

cgattaccte

cacccttace

ccacaggtcg

cttcatggec

ggagtgtggc

tgtgacctte

ctacatgctg

ggctgtgagt

157

Gly Oln Pro
Glu Mst Thr
Tyr Pro Ber

Asn Aan Tyr
410

Phe Leu Tyr
415

Asn Val Phe

Tyr Thr Gln Lys

ctgctgetge
cagacggtea
tggcaagace
gcocacaatg
gacgacattt
agetttetee
tecaggacagt
aagggcaago

ccgaggagaa

Arg Glu
365

Lys Asn
380

Agp Ile

Lys Thr

Ser Lys

Ser Cys

Pro

aln

Ala

Thr

Ser

Gln

vVal

Val

415

vVal

val
Ser
Glu
400
Pro

val

Met

445

5ar Leu
460

tccagggagg

tctgcatcet

agtatgaaga

ccacgcatge

tcagtgtcaa

tggetgagag

ataatatctce

ttcagtatga

agctgatcte

Her

Ser

ctggggétge
ggaaatgtgg
gctgaaggac
cacctacacc
catcacagac
cntca;gccg
ctggegetea
getgecagtac

agtggactca

3sZ
ﬂ"::iz_



333
PNasq
158

agaagtgtct cectectocece cctggagttc cgcasagact cgagctatga gctgcagétg
600

cgggcaggge ccatgcctgg ctoctectac caggggacct ggagtgaatg gagtgacecg
660

gtcatctttc agacccagtc agaggagtta aaggaaggct ggaacaaaac cgaaacctoe
720

caggttgectc cggcataatg a
T41

<210> 31
<211> 245
<212 PRYT
<213> Humano

<400> 31

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

dly Trp Gly Cys Pro Asp Leu Val Cys Tyr Thr Asp Tyr Leu Qln Thr
a0 25 3o

Val Ile Cys Ile Leu Glu Met Trp Asn Leu His Pro Ber Thr Leu Thr
as 40 45

Leu Thr Trp Gln Asp Gln Tyr Glu Glu Leu Lys Asp Glu Ala Thr Ber
50 55 60

Cys Ser Leu His Arg Sexr Ala His Asn Ala Thr Hie Ala Thr Tyr Thr
6S 70 75 a0

Cys His Met Asp Val Phe His Phe Met Ala Asp Asp Ile Pha Ber val
85 90 95

Asn Ile Thr Asp Gln Ser Gly Asn Tyr Ser Uln Glu Cys Oly Ser Phe
100 105 114

Leu Leu Ala Glu Ser Ile Lys Pro Ala Pro Pro Phe Asn Val Thr val
115 120 125

Thr Phe Ser Gly Gln Tyr Aan Ile Ser Trp Arg Ser Asp Tyr Glu Asap
130 135 140

Pro Ala Phe Tyr Met Leu Lys Gly Lye Leu Gln Tyr Glu Leu Gln Tyr
145 150 155 160

Arg Asn Arg GQly Asp Pro Trp Ala Val Ser Pro Arg Arg Lys Leu Ila
165 170 175

Ser Val Asp Ber Arg Ser Val Ser Leu Leu Pro Leu Glu Phe Arg Lys
180 185 190

Asp Ser Ser Tyr Glu Leu Gln Val Arg Ala Gly Pro Met Pro Gly Ser
195 200 205




159

nno

Ser Tyr Gln Gly Thr Trp Ser Glu Trp Ser Asp Pro Val Ile Phs Gln

240

ctggggctgce
ggaaatgtgg
gctga;ggac
cacctacacc
catcacagac
catcaagceg
ctggcgectca
getgeagtac
agtggactca
gctgcaggtg
gagtgacceg
cgatgacaaq
cctgggagea

ccggacccet

210 415 220
Thr Gln Ser Glu Glu Leu Lys Glu Gly Trp Asn Lys Thr Glu Thr Ser
225 230 ais
Gln Val Ala Pro Ala

245

<210>» 32
<211> 1413
<212> ADN
<213> Humano
<400> 32
atgccgegtg getgggeege cccocttgecte ctgetgetge toccagggagg
60
cccgacctcg toctgctacac cgattacctc cagacggtca tcetgceatcct
120
aacttccacc ccagcacgct cacccttacc tggcaagacc agtatgaaga
180
gaggccacct cctgcagoect ccacaggtcg goccacaatg ccacgcatge
240
tgccacatqgg atgtattcca cttcatggcoe gacgacattt tcagtgtcaa
o0
cagtctggea actactecoca ggagtgtgge agetttetec tggetgagag
360
gctccceccoctt teaacgtgac tgtgaccttc tcaggacagt ataatatctce
420
gattacgaag accctgectt ctacatgctg aagggcaagc ttcagtatga
480
aggaaccggg gagacccotg ggoetgtgagt ccgaggagaa agetgatcte
540
agaagtgtct ccctcctocc cctggagttc cgcaaagact cgagctatga
600
cgggcagggc ccatgcctgg ctecctcctac caggggacet ggagtgaatg
660
gtcatctttec agacccagtc agaggagtta aaggaagget ggaacgatga
720
ggctccggeg acaaaactca cacatgccca cegtgcccag cacctgaagce
780
ccgtcagtet tcctettece ceocaaaacce aaggacacce tcatgatctc
840
gaggtcacat gcgtggtggt ggacgtgage cacgaagacc ctgaggtcaa

gttcaactqgg

35

L



900

tacgtggacg
960

agcacgtacc
1020

gagtacaagt
1080

aaagccaaag
1140

atgaccaaga
1200

gccgtggagt
1260

ctggactecg
1320

cagcagggga
1380

cagaagagcece
1413

<210>
<211>
212>
<213>

33
470
PRT

«400> 33

gecgtggaggt

gtgtggtcag

qgcaaggtctc

ggcagecccg

accaggtcag

gggagagcaa

acggeteett

acgtcttete

tcteectgte

Humano

160

caacaaagcc ctcccagccc

agaaccacag gtgtacaccc

cctgacctge ctggtcaaag

tgggcagccg gagaacaact

cttectctat agcaagctca

atgetecgtg atgcatgagg

ccecgggtaaa tga

gcataatgce aagacaaage

cgtcectcacc gtectgeacce

cgcgggagga gcagtacaac
aggactggct gaatggcaag
ccatcgagea aaccatctcc
tgccecccatc ccgggaggag
gettctatce cagegacate
acaagaccac gccteccgtg
ccgtggacaa gagcaggtgg

ctctgcacaa ccactacacyg

Mat Pro Arg Gly Trp Ala Ala Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gln Gly

1

Uly Trp QGly Cys Pro
20

val
Leu
Cys
65

Cys

Asn

Ile Cys Ile Leu
35

Thr Trp Gln Asp
50

Ser Leu His Arg
His Met Asp Val
a5

Ile Thr Asp Gln
100

Leu Ala Glu Ber

Asp

Glu

Gln

Bar

70

Phe

Ser

Ile

10
Leu Val Cys Tyr
a5
Met Trp Asn Leu
40

Tyr Glu Olu Leu
1

Ale Ris Asn Ala
His Phe Met Ala
20

Oly Asn Tyxr Ser
105

Lys Pro Ala Pro

Thr Asp Tyr Leu
30

His Pro Ser Thr

45
Lya Agp Glu Ala
60

Thr
75

Hie Ala Thr

Asp Asp Ile Phe

Gln Glu Cys Gly
110

15
Gln

Leu

Thr

Tyr

Ser

Ber
Thr
80

Val

Phe

Pro Phe Aan Val Thr Val




Pro

145

Sexr

Asp

Ber

Thr
225

Gly’

val

Val

308

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Phe

130

Ala

Asn

val

Ser

a10

Gln

Ser

Leu

Leu

Ser

250

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

.370

Val

Val

Pro

1156

Ser

Phe

Asp
Ser
198
Gln
Ser
Gly
Gly
Met
275

His

val

aly
Ile
ass
Val
Ser

Qlu

Pro

Qly

aly

Ser

180

Gly

Glu

Asp

Ala

Ile

Glu

Hie

Lys
40

alu

Leu

Trp

Val
420

dln

Asp

165

Glu

Thr

Glu

Lys
245
Pro
Ser
A8p
Asn
val
325

Glu

Lys

Thr

alu
405

Leu

Tyr
Leu
150
Pro
Ser
Leu

Trp

Leu
230
Thr

Ber

Ala
310

Val

Thr
Leu
Cys
390

Ser

Asp

Asn
135

Lys
Trp
val
Gln
Ser
215
Lys

His

Val

Glu
a9%5
Lys
Ber
Lys
Ile
Pro
i7s
Leu

Asn

Ser

120

Ile
Qly
Ala
Ber
val
200

Glu

alu

Phe
Pro
280

Val

val

Cyas
Ser
360
Pre
val

Oly

Asp

161

Ser

Lys

Val

Leu
185

Arg

aly

Leu
265
Glu
Lys
Lys

Leu

Lys
345
Lys
Bax
Lys

Oln

Gly
425

Trp Arg Ser

Leu
fBler
170
Leu

Ala

Ser

Trp
250
Phe
vVal
Phe
Pro
Thr
330

val

Ala

aly

Pro
410

Ser

Gln
155
Pro
Pro
aly
Asp
Asn
235
Pro
Pro
Thr
Asn
315
Val
Ser
Lys
Glu
Phe

395

Glu

140

YL

Leu

Pro

220
Asp

Pro

300
Glu

Leu
Aan
aly
Glu
3jao
Tyr

Asn

Phe

125

Asp Tyr Glu

Glu

Arg

alu

Met

405

Val

Asp

Pro

Lys

Val

@lu

His

Lya

Gln

365

Met

Pro

Asn

Leu

Leu

Lys
Phe
190
Pro
Ile
Asp
Ala
Pro
270
Val
vVal
Gln
Gln
Ala

aso

Pro

Ser

Tyr

Tyr
430

Gln

Leu

175

Gly

Phe

Asp

Pro

Lys

val

Asp

Asp
315

Leu

Lys
Agp
Lys

415

Ber

Asp
160
Ile
Lys
Ser
Gln
240
Glu
Asp
Asp
aly
Asn
320
Pro
alu
Asn
Ile
400
Thr

Lys

pnasg



162

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Fhe Ber Cys

ttggagctge
ggnglefcgg
acttcaggaec
atggtacacyg
tgtgacggac
catcaaacca
ctgggactca
gctgecagtat
agtggactca
gectgcaggtyg
gagtgacece
cggctctaga
taagtcacta

actagaggat

435 440 445

Ber val Met Hig Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ber Leu

450 455 460
Ber Leu Ser Pro Gly Lys
465 470
<210> 34
<211l> 1754
<212> ADN
<213> Ratén
<400> 34
atgcccegyy gococcagtgge tgecttacte ctgeotgattc toccatggage
60
ctggacctea cttgctacac tgactacctc tggaccatca cctgtgtcocct
120
agecccaace coageatact cagtctcace tggoaagatg aatatgagga
180
caagagacct tctgcagect acacaggtet ggcecacaaca ccacacatat
240
tgccatatge gecttgtcectca attcoctgtcoc gatgaagttt tcattgtcaa
300
cagtctggca acaactccca agagtgtggc agettigtee tggctgagag
360
gcteceecet tgaacgtgac tgtggocttc toaggacget atgatatcte
420,
gcttatgacg aaccctccaa ctacgtgectg aggggcaagc tacaatatga
480
cggaacctca gagaccccta tgetgtgagg ccggtgacca agetgatcte
540
agaaacgtet ctettctecec tgaagagttc cacaaagatt ctagctacca
600
cgggcagcge ctcagccagg cacttcatte agggggacct ggagtgagtg
660
gtcatctttc agacccaggc tggggagece gaggcagget gggacggcetce
720 :
gagcccegeg gaccgacaat caagccctgt cctccatgca aatgcccagg
780
gaccagagct ccactcccgg gagaatggta agtgctataa acatecctge
B40
aagccatgta cagatccatt teccatctete cteatcagea cctaaccteg

agggtggacc



900

atcegtctte atetteccte
960

agtcacatgt gtggtggtag
1020

tgtgaacaac gtggaagtac
1080

tactctccgg gtggtocagtg
1140

tttcgecatge gcegtceaaca
1200 .
acccaaaggt gagagctgca
1260

gtctgtgtgg acagccttet
1320 .
ggtcagtaag agctccacag
1380

aacaggtcac tctgacctgc
1440

ggaccaacaa cgggaaaaca
1500

atggttctta cttcatgtac
1560

atagctacte ctgtteagtg
1620

tctcecoggac tecgggtaaa
1680

cccacactca tetccatget
1740

tgtaatagga attc

1754

<210> 35

<211> 240

<212> PRT

<213> Ratén

<400> 35

1

caaagatcaa

atgtgagcga

acacagctca

cceteooccat

acaaagacct

gcctgactge

gcttcageca

gtatatgtcet

atggtcacag

gagctaaact

agcaagctga

gtccacgagg

tgagctcagc

tcccttgtat

163

ggatgtactc

ggatgaccca

gacacaaace

ccagcaccag

cccagogecceo

atgggggety

tgacctttgt

tgcctecace

acttcatgcc

acaagaacac

gagtggaaaa

gtctgcacaa

acccacaasa

aaatasagca

10

atgatctcce

gatgtccaga

catagagagg

gactggatga

atcgagagaa

ggatgggcat

gtatgtttet

agasgaagag

tgaagacatt

tgaaccagtec

gaagaactgyg

tcaccacacg

ctctcaggte

cccagcaatg

pnrg—"

tgagccecat
tcagctggtt
attacaacag
gtggcaaggce
ccatctcaaa
aaggataaag
accctcacag

atgactaaga
tacgtggagt
ctggactctyg
gtggaaagaa
actaugagcet
CaAsagagaca

cctgggacca

Met Pro Arg Gly Pro Val Ala Ala Leu Leu Leu Leu Ile Leu His Gly

1s

Ala Trp Ser Cys Leu Asp Leu Thr Cys Tyr Thr Asp Tyr Leu Trp Thr




Ile

Leu

Cys
65

val

Ala

Pro

145

Ser

Asp

Ser

) 20
Thr Cys Val Leu
Thr Trp Gln Asp
50

Ser Leu His Arg

* His Met Arg Leu

85

Val Thr Asp Gln
100

Leu Alq Glu Ser
115

Phe fSer Gly Axrg
130

Ber Asn Tyr Val
Asn Leu Arg Asp
165

Val Asp Her Arg
180

Ser Ser Tyr Gln
195

Phe Arg Gly Thr

.210

Thr
225

Gln Ala Gly Glu

<210> 36
<211> 795
212> ADN
<213> Ratén

<400> 36
ctgeagytcy acAccactat goccccgggge ccagrggotg
60

12

alu

alu

Ser

70

Ber

Ber

Ile

Tyx

Leu
150
Pro

Asn

Leu

Trp

Pro
230

Thr Arg
40

Tyr Glu
55

Gly His
Gln Phe
Gly Asn
Lys Pro

120

Asp Ile
135

164

S8er Pro
Glu Leu
Asn Thr
Leu Ser

Asn Bar
105

Ala Pro

Ber Trp

Arg Gly Lys Leu

Val Ser
Gln Val
200

Ser Glu
215

Glu Ala

val Arg
170

Leau Lsu
185

Arg Ala

Trp Ber

Oly Trp

Asn
Gln
Thr
75

Asp
Gln
Pro
Asp
Gln
155
Pro
Pro
Ala

Asp

Asp
235

catggagctt ggagctgect ggacctcact tgetacactg
0

tgtgtcctgg agacacggag ceccaaccec agcatactca

180

tatgaggaac ttcaggacca agagaccttc tgcagcctac

240

Pro

Asp

His

alu

alu

Leu

Ber

140

Val

Glu

Pro

Pro

220
aly

Ber
45

Gln
Ile
Val
Cys
Asn
125
Ala
Glu
Thr
Glu
Gln
405

val

Ber

30

Ile

Glu

Phe
dly
110

val

Leu
Lys
Phe
190
Pro

Ile

aly

fln‘;ﬂqj‘

Leu Ser

80

Ile Val
95

Ser Phe
Thr val
Asp G%u
Gln Tyr

160
Leu Ile
175
His Lyw®
Gly Thr

Pha Gln

Ber Arg
240

ccttactect gctgattete

actacctctg gaccatcace

gtctcacetg gcaagatgaa

acaggtctgg ccacaacacc



acacatatat
300

attgtcaatg
360

gotgagagca
4290

gatatctect
480

caatatgage
540

ctgatctcag
600

agctaccagc
660

agtgagtgga
720

gacggcagcg
780

aagtagtgag
795

<210>
<311>
<dl2>
<213>

a7
a55
PRT

<400> 37

Met Pro Arg Gly

1

Als

Ile
s

Leu

Cys
65

Aan

ggtacacgtg

tgacggacca

tcaaaccage

gggactcagc

tgcagtatcg

tggactcaag

tgcaggtgcg

gtgacccegt

aattc

Ratén

Trp Ser Cys Leu Asp
a0

Thr Cya Val Leu @Qlu

Thr Trp Gln Asp Glu

50

Ber Leu His Arg Ser

70

His Met Arg Leu Ser

Val Thr Asp Gln Ser

1la0

Pro Val
5

ccatatgege
gtetggcaac
tecccectty
ttatgacgaa
gaacctcaga
aaacgtctet
ggcagecgect
catcttteag

tcatcaccac

Ala Ala

Leu Thr

Thr Arg
40

Tyr Glu
558

Gly His
aln Phe

Gly Asn

Glu

Asn

Leu

165

ttgtctcaat
aactcccaag
aacgtgactg
cectecaact
gacccctatg
ctteteectg
cagccaggca
accecaggctyg

ggtagcggey

Leu Leu Leu

1o

Cys Tyr Thr

Sar Pro RAsn

Leu Gln
Thr Thr

75

Sexr Asp
50

Ser Gln

105§

tcctgtccga tgaagtttte
agtgtggcag ctttgtcctg
tggecttetc aggacgetat
acgtgctgag gggcaagcta
ctgtgaggcce ggtgaccaaq
aagagttcca caaagattet
cttcattcag ggggacctog
gggagcccga ggcnggctgg

actataaaga cgatgacgat

Leu Ile Leu His Gly

15

Asp Tyr Leu Trp Thr
io

Pro Ber
45

Ile Leu Ser

Asp Gln
60

Glu Thr Phe

His Ile Trp Tyr Thr
a0

Glu Val Phe Ile Val

95
Glu Cys Gly Ber Phe
110

360
nngeq



Ala
115

val Leu

Phe Ser

130

Ala

Pro Ber Asn

145

Asn Leu

Ber Val Asp

Asp Ser

195

Arg

Ser

Phe
110

Ser

Thr
235

Gln Ala

His His Hia

<210>
<21ll>
<21d>
<313>

3p
792
ADN

<400> 38

atgaaattct tagtcaacgt

60

gccggcageg
129

aagggttceyg
180

gtcctggaga
240

gaggaacttce
aoo

catatatggt
360

gtcaatgtga
420

gagagcatca
480

Glu Ber
Gly Arg
Tyr Vval
Arg Asp

165
Ser Arg
180
Tyr Gln
Oly Thr

dly GQlu

His Qly
245

Ratén

gacaccacca

gatgcctgga

cacggagcce

aggaccaaga

acacgtgcca

cggaccagte

aaccagctcce

Ile Ly»

Tyxr Asp
135

Leu Arg
150

Pro
Asn Val

Qln

Ber
215

Trp

Pro Olu

230

Ser Gly

Pro
120
Ile

Gly

Ser
Val
.200
Glu

Ala

Asp

tgceettgtt

tcatcaccac

cctecacttge

caaccccage

gaccttctge

tatgcgcecttg

tggcaacaac

c¢ccettgaac

166

Ala Pro Pro
Ser Trp Asp

Gln
185

Lys Leu

Val Arg Pro

170

Leu Leu
1a5

Arg Ala pla

Trp 8er Asap

Gly Trp Aap

235

Tyr Lys
aso

Asp

tttatggtcg
ggtagcggeg
tacactgact
atactcagtc
agcotacaca
tctcaattee
tcccaagagt

gtgactgtgg

Leu

Ser
140

Tyr
Val
@lu
Pro
Pro
220

Qly

Asp

Asn
125
Ala

Glu

Qlu
Gln
205
val

Bar

Asp

Val

Leu
Lys
Phe
190
Pro
Ile

Gly

hsp

tgtacattte

actataaaga

acctctggac

tcacctggea

ggtctggeca

tgtccgatga

gtggcagctt

ccttctoaag

Thr
Asp
Gln
Leu
178
Hie
aly
Phe

His

Lys
255

Val

alu

160

Ile

Lys

Thr

Gln

His
240

nn

ttlcn?ctnt
cgatgacgat
catcacctgt
agatgaatat
caacaccaca
agttttcatt
tgtcetgget

acgctatgat

36(



167

atctcetggg actcagctta tgacgaaccc tccaactacg

540

tatgagctge agtatcggaa cctcagagac ccctatgctg

atctcagtqgg actcaagaama cqtotctett ctecctgaag

taccagetge aggtgeggge agcgcctcag ccaggeactt

720

gagtggagtg acccegtcat ctttcagacc caggetgggg

780
tagtgagaat
792

<210> 39

<211> 260
<212> PRT
<213>
<400> 39

Met Lys Phe

1

Ser Tyr Ile

Gly Asp Tyr
35

Thr Cys Tyr

50

Arg Ber Pro
&5

Glu Qlu Leu
His Asn Thr
Phe Lesu Ser

11s

Asn Asn Ser
“130

Pro Ala Pro
145

Ile Sar Trp

te

Ratén

Leu

Tyr
20

Lys
Thr
Asn
Gln
Thr
100
Asp
Qln

Pro

Asp

val

Ala

Asp

Asp

Pro

Raep

85

His

Glu

Glu

Leu

Ser
165

Asn val

Qly Ber

Asp Asp

Tyr Leu
55

Ser Ile
70

Gln Glu

Ile Trp

Val Phe
Cys Gly
135

Asn Val
150

Ala
Gly
Asp
40

Trp

Leu

Thr

Ile
120

Ser

Thr

Leu
His
25

Lys
Thr
Ber
Phe
Thr
105
val

Phe

val

Ala Tyr Asp Glu

val
10

His
aly

Ile

Lau

Cys
90
Cys

Asn

val

Pro
170

Phe

Hia

Ser

Thr
75

Ser
Hia
Val
Leu
Phe

155

Ber

tgctgagggg caagctacaa

tgaggccggt gaccaagctg

agttccacaa agattctage

cattcagggg gacctggagt

agceccgagge aggctgggac

Mat

Him

val

His

Gly Cys
45

Cys
60

Trp
Leu
Met
Thr
Ala
140

Ser

Asn

Val

Gln

His

Asp
135
Glu
aly

Tyx

Vval
His
30

Leu

Asp

110

Aln

Ber

Arg

Val

15

Oly
Asp
Glu
Glu
Ser
95

8er

Ser

Ile

$L

nﬂgeq

Ile
Ser
Leu
Thr
a0

aly
Gln
aly

Lys

Tyr Asp

Leu
175

160
Arg



Gly
Ala
Ber
Val
225

Glu

Ala

168

(1]

nP363

Lys Leu Gln Tyr Glu Leu Gln Tyr Arg Asn Leu Arg Asp Pro Tyr

180

val Arqg Pro
195

Leu Leu Pro
410

Arg Ala Ala

Trp Ser Asp

Gly Trp Asp
260

185

190

Val Thr Lys Leu Ile Ser Val Aap Eer Arg Asn Val

200

205

Glu Glu Phe His Lys Asp Ser Bar Tyr Gln Leu Gln

215

Pro Gln Pro Gly Thr Ser Phe Arg Gly Thr Trp Ber

aio

235

240

Pro Val Ile Phe Gln Thr Gln Ala Gly Glu Pro Glu

a45
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REIVINDICACIONES:

1. Un método para tratar, mejorar o prevenir un trastomo autoinmune o
inflamatorio en un suleto mamifero, que comprende administrar 'al sujeto un
antagonista de IL-21/IL-21R seleccionado del grupo que consiste en un
anticuerpo anti-IL-21R, un anticuerpo anti-IL-21, una porcién de unién a
antigeno de un anticuerpo anti-IL-21R, una porcién de unién a antigeno de un
anticuerpo anti-IL-21 y un fragmento soluble de IL-21R, en una cantidad
suficiente para tratar, mejorar o prevenir el trastomo. -

2. Un método para tratar, mejorar o prevenir un trastomo seleccionado del
grupo que consiste en un trastomo artritico, un trastomo atdpico, un trastorno
respliratorio, un trastomo inflamatorio cutaneo, un trastorno Inflamatorio
intestinal, un trastorno fibrético, lupus eritematoso sistémico, rechazo de
transplantes/injertos y un trastomo asoclado con el rechazo de
trar]splanteslin]ertos. en un sujeto mamifero, que comprende administrar al
sujeto un antagonista de IL-21/IL-21R seleccionado del grupo que consiste en
un anticuerpo anti-iL-21R, un anticuerpo anti-iL-21, una porcién de unién a
antigeno de un anticuerpo anti-IL-21R, una porcién de unién a antigeno de un
anticuerpo anti-IL-21 y un fragmento soluble de IL-21R, en una cantidad
suficiente para tratar, mejorar o prevanir el trastomo.

3. El método de Ia reivindicacién 2, donde el anticuerpo antl-IL-21R es
capaz de unirse a un IL-21R compuesto por una secusncia de aminoacidos al
menos 80% Iidéntica a la secuencia detallada en SEQ ID N° 2, y donde el IL-
21R o8 capaz de unirse a un IL-21.
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4, El método de la reivindicacion 3, donde el trastorno artritico se
selecclona del grupo que consiste en artritls reumatoide, artritis reumatoide
juvenil, osteoartritis, artritis psoriética y espondilitis anquilosante.

5. El método de la reivindicaclién 4, donde el trastomo artritico es artritis
reumatoide.

6. El método de la reivindicacion 3, donde el trastorrio respiratorio es asma
o enfermedad abstructiva pulmonar cronica.

7. El método de la reivindicacién 3, donde el trastomo fibrdtico se
selacciona del grupo que consiste en fibrosis de un érgano intemo, un trastomo
fibrético dérmico, una condiclon fibrética ocular, esclerosis sistémica,
polimiositis, dermatomiositis, fascitls eosinofllica, sindrome de Raynaud,
glomerulonefritis y poliposis nasal.

8. El método de la reivindicacion 3, donde el trastomo inflamatorio
Intestinal se selecciona del grupo que consiste en enfermedad intestinal
inflamatoria, colitls ulcerativa y enfermedad de Crohn.

9. El método de la reivindicacién 3, donde el trastorno inflamatorio cutdneo
es psoriasis.

10. El método de la reivindicacion 3, donde el trastomo atdpico se
selecciona del grupo que consiste en asma alérgico, dermatitis atdpica,
urticarla, eccema, rinitis alérgica y enterogastritis alérgica. '

11.  El método de la reivindicacién 10, donde el trastoro atépico es asma
alérgico.

12. El método de la relvindicaclén 3, donde el trastomo asociado con el

rechazo de transplantes/injertos es la enfermedad del injerto versus el
huésped.
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13. El método de la reivindicacién 3, donde el trastomo es rechazo de
transplantes/injertos.

14. El método de la reivindicacion 3, donde el trastomo es lupus-eritematoso
sistémico.

15. E! método de la reivindicacién I2. donde el sujeto mamifero es un ser
humano.

16. El método de la relvindicacién 2, donde el fragmento goluble de IL-21R
estA compuesto por un dominic extracslular de IL-21R y un fragmento de
inmunoglobulina Fc.

17.  El método de la relvindicacién 18, donde el dominio extracelular de IL-
21R comprende aproximadamente los aminoacidos 1-235 de SEQ ID N° 2.

18. El método de la relvindicacién 2, donde el fragmento soluble de IL-21R
est4 compuesto por una secuencla de aminoécidos al menos 80% Idéntica a la
secuencia detallada en SEQ ID N° 28. )

19.- El método de la relvindicacién 2, donde el antagonista de IL-21/IL-21R
88 un anticuerpo anti-iL-21R, o una porcién de unién a antigeno de éste.

20. El método de la reivindicacién 2, donde el antagonista de IL-21/L-21R
es8 un anticuerpo antl-IL-21, o una porcién de unién a antigeno de éste.

21.  Una protelna de fusién que estd compuesta por un dominio extracelular
de un IL-21R y un fragmento de Inmunoglobulina Fc, donde e! IL-21R tiene una
secuencia de aminodcidos al menos 80% idéntica a la secuencia detaliada en
SEQ ID N° 2, y donde la proteina de fusion es capaz de unirse a IL-21.

22, La protelna de fusion de la relvindicacién 21, que estd compuesta por

una secuencia de aminodécidos al menos 90% idéntica a la secuencia detallada
en SEQ ID N° 28.
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23 Un vactor que tiene una secuencia de nucledtidos que codifica la
proteina de fusion de la reivindicacion 21.

24. Una célula huésped recombinante que comprende el vector de la
relvindicaclén 23.

25. Un método para producir una protefna de fuslon que comprende:

(a) cultivar la célula huésped recombinante de la relvindicacién 24 bajo
condiciones que permiten la expresion de la protelna de fusion; y

(b) recuperar la proteina de fusién. _

26. Una composicién farmacéutica que comprende un antagonista de IL-
21/IL-21R y un vehicuio aceptable para el uso farmacéutico.

27. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 28, donde el
antagonista de IL-21/IL.-21R se selecciona del grupo gque consiste en un
anticuerpo anti-IL-21R, un anticuerpo anti-iL-21, una porcién de unién a
antigeno de un anticuerpo antl-IL-21R, una porclén de unién a antigeno de un
anticuerpo antl-IL-21 y un fragmento soluble de IL-21R.

28, La composiclon farmacéutica de la reivindicacién 27, donde el fragmento
soluble de IL-21R estd compuesto por un domlnlo_extraoelular de u;1 IL-21R y
un fragmento de inmunoglobulina Fc. .

29. Un método para transplantar/iinjertar un érgano, un tejido, una célula o
un grupo de células a un sujeto mamffero, que comprende los pasos de:

(a) administrar al sujeto un antagonista de IL-21/IL-21R selecclonado del grupo
que consiste en un anticuerpo anti-IL-21R, un anticuerpo anti-IL-21, una
porcion de unién a antigeno de un anticuerpo anti-IL-21R, una porcion de unién
a antigeno de un anticuerpo anti-IL-21 y un fragmento soluble de IL-21R, en
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una cantidad suficlente para reducir el riesgo de rechazo de
transplantes/injertos; y

(b) transplantar/injertar un érgano, un tejido, una célula o un grupo de células al
sujeto,

donde el paso de transplante/injerto (b) ocurre antes, durante o después del
paso de administracién (a).

30.. E! método de la reivindicacién 28, donde el 6rgano, el tejido, la céluia o
el grupo de céiulas transplantadas/injertadas se selecciona del grupo que
consiste en corazdn, rifién, higado, pulmdn, pancreas, médula 6sea, cartilago,
comea, tejido neuronal y células de éstos.

31. Un método para tratar, prevenir o mejorar el rechazo de
transplantes/injertos en un mamffero receptor de un transplante/injerto, que
comprende:

(a) detectar un sintoma de rechazo de transplantes/injertos en un receptor de
transplantes/injertos; y

(b) administrar al receptor de transpiantes/injertos un antagonista de IL.-21/IL-
21R seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo anti-IL-21R, un
anticuerpo antl-IL-21, una porcién de unién a antigeno de un anticuerpo antl-IL-
21R, una porcién de unién a antigeno de un anticuerpo anti-IL-21 y un
fragmento soluble de IL-21R. '

32. El método de la reivindicacién 31, donde el sintoma del rechazo de
transplantes/injertos se selecciona del grupo que conslste en inflamacion,
funclén reducida de los drganos, sefiales de rechazo en biopsia y fibrosis.
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ANTAGONISMO DE LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE INTER-LEUQUINA
21 '

RESUMEN

Se describen métodos y composiciones para inhibir .Ia actividad de la
interdeuquina-21 (IL-21Yel receptor de I1.-21 (MU-1) usando antagoni_stas de IL-
21 o del receptor IL-21 (“IL-21R" 0 "MU-1"). Los antagonistas de IL-21/IL-21R
pueden usarse para inducir la supresion Inmune /n vivo, por ejemplo, para
tratar, mejorar o prevenir los trastomos autoinmunes o inflamatorios,
incluyendo, por ejemplo, la enfermedad Intestinal inflamatoria (IBD), la artritis
reumatoide (RA), el rechazo de transplantes/injertos, la psoriasis, el asma, la
fibrosis y el lupus eritematoso sistémico (SLE).
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expresién In Stu de ARNm
de IL21R en Intestino
humanao normal

pasitos terapeuticos

Efectos de IL-2YRCF administrado por via IP ires vecss por
transgémeas

semana en retas
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Dis del astudio

HLA-B27

L~ 198G 6 mg/kg
D [L-21RFc 6 mp/Xg
@ mEnbret 6 mg/kg
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IL21R-Fc murino reduce las sefiales clinicas de IBD en el modelo
de autoinmunidad en ratas HLAB27

—o— Control Fc 6 mg/kg
—a—(L21R-Fc 6 mg/kg

—~a—mu TNFR-Fe 6 mglkg

oz S
calificaci6n fecal promedio

Dosificacién de MWF
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Figura 21

IL21R seoluble reduce las sefigles cliicas de IBD en el modelo de
autoinmunidad en ratas HLABZ7:

Calificacion histoligioa de (s severidad de 1a enfermedad en ol modeb de (BD
an rata
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] 1.5-1-0;45' ww'mm 1.&1-0.81 7.874-1&!
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H.21H-F= o.aa+o.ss" wme an Q.ahu.an zmm |
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*sefial < vehiculo (p < 0,05) en ANOVA y ta prueba de rango miRiple nueve de

Duncan
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Figura 22
Tranaduccién retraviral de células T an el rechazo de Injertoa
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El tratamiento terapéutico con iL21RFc revierte las sefiales clinicas
de psonasis en el modelo de transferencia adoptiva CD45Rbhi

o s Ry R

antes del ratamianto con L21Fc
pérdida de pelc en la cara y la aspeida

9 dosis de IL21RFc
50 recupere ol pelo
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miL-21 4x10 S
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Figura 25
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Figura 28
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IL21 amplifica
la respuesta
inflamatona

unién de IL-21 al receptor
de IL-21

El anticuerpo anti-IL21
secuestra IL21 del
raceptor de 1L21

El anticuerpo
ant-IL21R bloquea
la union de 121

al receptor de 1L.21
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Figura 34
Dominio extracelular de IL21R {gG2aFc mutado
(aa 1-235) (aa 244-467)
A -~
]
]
_/

£T7Uy °



Figura 35
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Figura 36
Mayor valor
Tratamenfo ) | i | Diadeincio | B eT | promediode | Prugbade T
Psonasis romedio
200ug ant Etenella 9/10 1334328 272+1 09
[200ug miL-21r 9/10 30 67+21 58 0 043 178+1 08 0086
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Figura 37
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Figura 39
[iBD#14 iBD(heces)
Tratamiento Incidenctade Diademicio  Prugba  Valor promedio Prueba
180 o dol _més o _doT
1400ug Anti Etenelia 8/10 36 22+ 14 86 1778+ 0 441
200ug miL-21¢ 6/10 3667+1374 0954 1 167+ 0 408 0,018
|400ug miL-21r 8/10 455+ 17485 0 261 1+ 0 7,E-04

Y26

geduy



1500+

1000+

pg/mi

500

Yoo

Figura 40
* 400ug mil-21r
200ugmiL-21r
v 400ug Etenella
= 400ug miL-21r
200ug miL-21r
— 400ug Etenoha

£T7uy



Figura 41
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Figura 42A
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Figura 42B
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Pg/ml de citoquina
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Figura 43
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[X] itisatso accompanied by a copy of each prior art docurnent clied In tie raport.

1. Basis of the report
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the Intemational appication In the tenguage in which it was fied

[C]  avanswton of the intamational appication into , which Is the
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4. With regard (o the fitle,
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6. With regard 10 the abstract,
[X] e matis approved as submitied by the appiicant
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8. With regerd o the drawings,
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X DE GROOT-KRUSEMAN H A ET AL: “"Intragraft
mRNA expression of the novel cytokine
IL-21 during acute rejection after
¢linical heart transplantation”

JOURNAL OF HEART AND LUNG TRANSPLANTATION,
vol. 21, no. 1, January 2002 (2002-01),
page 165, XP002408141

& TWENTY-SECOND ANNUAL MEETING AND
SCIENTIFIC SESSIONS OF THE INTERNATIONAL
SOCIETY FOR HEART AND LUNG; WASHINGTON,
DC, USA; APRIL 10-13, 2002
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the whole document

X DE GROOT-XRUSEMAN H A ET AL: "Expression
of the novel cytokine IL-21 during acute
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transplantation and the effect of
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JOURNAL OF INTERFERON AND CYTOKINE
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vol. 22, no. Supplement 1, 2002, pages
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the whole document

1A COLLINS M ET AL: “IL-21 AND IL-21
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XP009036147
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the whole document
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the whole document
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1 November 2004 (2004-11-01), pages
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the whole document
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Thia International Search Report has not baen establshad In reepect of cartain clalme under Arlicle 17(2)(=) for the following reasons:

1. m Claima Nos.:
becauss they raiate to subject matiar not reguired ko be ssarched by this Authortty, namely:
Although claims 1-20 and 29-32 are directed to a method of treatment of the

human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2 EI Ciaime Noe.: . , '
becauss they relate 1o parts of the Intemational Application that do not comply with the prescribed nmonis 1o such
mmmmwummhwmumhdmm o

L Dcmmo.:
bacause they ars depencant claima and are not drafied in eccordance with the second and third sentances of Fule 6.4{e).

Box i mmmalmumuwumwum

Thia intemational Saarching Authortly found mutipie inverions In this international appiication, as folows:

1. D nummmummmwumnwtmm Aaport covers all
searchable cialms.

2. D As all ssarchalis claims could be searched without effort justifying an additiona) fee, this Autharity did not invite payment
of any addidonal fes.

Pemark on Protsst [:]ThuutﬂbmiuunmIulwunaunmpmhuhyhnunﬂhmfinuuu.-
D No protest accompanied the peyment of acidiional esarch fees.
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WRITTEN OPINION OF THE Mn
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Box No.| Basis of the opinion
1. Wih regard to the language, this opinion has been estabiished on the basis of:
8 the intemational appiication In the language In which it was flled

O atmnsiation of the hismational appicaion into , which Is the languags of & translation furnished for
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)). the

2. With regard to any nucleotide and/ior amino ackl sequence disciosed in the international appfication and
necessary to the claimed Invention, this opinion has been estabiished on the basls of:

" a. lype of material:

& asaquence isting
[0 able(s) related to the saquence Tisting

b. format of matertal:
& on paper
B in electronic form

¢. time of Alingfumishing:
B contained in the Intemational application as filed.
B filed together with the Intemational application in electronic form.
d Il;mbhad subsequently to this Authority for the purposes ol search.

"a.0 inaddition, In the case that more than one varsion or copy of a sequence listing andior table retating thereto

has been fled or furnished, the required statements that the information In the subsequent or additional
coplas Is identical iv that In the applicaion as filed or does not go beyond the application as filed, as

appropriate, ware fumished.
4, Additional comments:

@ Box No.ll Priority

: 1. @ The validity of the priority claim has not been considered because the Intemational Searching Authority

] does not hav in Iis possession a copy of the earfier application whose priority has been claimed or, where
required, a transiation of that earfier appiication. This opinion has neverthelass been established on the
assumption that the relevant date (Ruies 43bis.1 and 64.1) is the claimed priortty date. -

3 2. [0 This opinion has been established as ¥ no priority had been clalmed due to the fact that the priority claim
5 has besn found Invaild (Fules 43is.1 and 84.1). Thus for the purposes of this opinion, the intemational
filing date Indicated above I8 considersd to be the relevant dats. )

3. Additiongl observations, i necessary:

i

R A

Form PCTASA/237 (April 2008)
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY :’CTMS;.IOOSDZTQ{'ZNO

Box No. Il Non-sstablizshment of ?
epplicablitty opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial

The questions whether the claimed invention 8ppesrs 1 be novel, io invoive an inventive
obvious), or to be Industriafly appicable have not been examined in respact of S%p (10 be non

|
®

the entire international applcation
claims Nos. 1-20, 29-32

because:

O

0

the sald international applcation, or the sald claims Nos. 1-20, 28-32 relate 1o the foliowi subject
matter which does not require an Intsmational search (speciy): the o

800 soparaie sheet
the description, claims or drawings (indicate particular slements balow) or sald claimg Nos.  are so

'unclear that no meaningful opinion could be formed (specity):

the claims, \d claims Nos. In rted by the
GI:IHM?G::I:(G s} are so Inadequately supportad by deserlﬂbnmatnomnhgﬁnoplnlnn

no intemational search report has been eatablished for the whole appilcation or for sald claims Nos.

a meaningful oplnion could not be formed without the sequencs listing; ﬂleapplleantdld not, within the
presu‘lbodﬂmmlt:

O fumish a sequencs listing on paper complylng with the standard provided for In Annex C ol the
Administrative instructions, and such Rsting was not avallable to the Inlsmational Searching

Authority In a form and manner acceptable to it

[ turnish.a saquence listing In slactronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administraiive Instructions, and such listing was not avaiable to the Intemational Searching
Authorlty In a form and manner accaptabile to k&

O pay the required late fumishing fee for the furnishing of a sequence fisting in response to an
invitation under Rusles 131ar.1(a) or (b).

ammmmmm@ummmwm:mwﬂmwnmmm the appiicant
did not, within the ime fimi, furnish such iables In electronic form complying with the technical
iramenis pnwmm Annax C-bis of the Administrative Insiructions, and such tables were not

a'auﬂabbmme International Searching Autharity in a foh and manner acceptable o K.

the tables related to the nucleotide andbr amino acid sequence lsting, ¥ In-electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for tn Annex Gwmmmmnwm Instructions.

See Supplemantal Box for further datalls

Form PCTAGAZS7 (April 2008)
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Box No.V Reasonad statement under Rule 43bis.1{a){l) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicabliity; citations and expianations supporting such siatement

1. Statemant
Novehty (N) Yos: Clims 31,32
No: Claims 1-30
Inventive step (IS) Yes: Claims
: No: Claims 1,932
industrial appiicability (1A} Yes: Clalms  21-28

No: Clams

2. Chations and explanations
860 soparato sheet

i
E)
!
p
-4
3

b

Box No. Vi Cortain documenis clted

1. Cerzln published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)
and /or

2. Non-written cisciosures (Fules 43bis.1 and 70.9)
soelom210

Form PCTASA/237 (Apd 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/027912
He item il

Non-establishment of opinlon with regard to novelty, Inventive step and Industrial
applicabllity

Cleime 1-20 and 29-32 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be
formulated with respect to the industrial applicabillty of the subject-matter of these
claims (Article 34(4)(a)() PCT).

Beltem Y
Reasoned statement with regard to noveity, inventive step or Industrial applicabliity;
citations and explanations supporting such statement

1. Clted documents
Reference Is made to the documents cited in the international search report:

D1: WO 03/028630 A2 (2003-04-10)

D2: WO 03/087320 A2 (2003-10-23)

D3: DE GROOT-KRUSEMAN H A ET AL: "Intragraft mRNA exprasslon of the novel
cytokine IL-21 during acute rejection after clinical heart transplantation”
JOURNAL OF HEART AND LUNG TRANSPLANTATION, vol. 21, no. 1,
January 2002 (2002-01), page 165, XP002408141 & TWENTY-SECOND
ANNUAL MEETING AND SCIENTIFIC SESSIONS OF THE INTERNATIONAL
SOCIETY FOR HEART AND LUNG; WASHINGTON, DC USA; APRIL 10-13,
2002 ISSN: 1053-2498

D4: DE GROOT-KRUSEMAN H A ET AL: "Expression of the novel cytokine IL-21
during acute rejection after clinical heart transplantation and the effect of
immunosuppressive agents.” JOURNAL OF INTERFERON AND CYTOKINE
RESEARCH, vol. 22, no. Supplement 1, 2002, pages S-97, XP009074923 &
JOINT MEETING OF THE INTERNATIONAL SOCIETY FOR INTERFERON
AND CYTOKINE RESEARCH, THE INTERNATIONAL C; TURIN, ITALY;

Form PCTASA/Z37 (Separate Sheset) (Sheet 1) (EPO-April 2003)
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INTERNATI NAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/027912

OCTOBER 08-10, 2002 ISSN: 1079-8907

2. Subject-matter of the application

Present application relates to a method of treating, ameliorating, or preventing an
autoimmune, an inflammatory disorder, an arthritic disorder, an atoplic disease, a
respiratory disorder, etc, in 8 mammallan subject, comprising administering to the
subject an IL-21/1L-21R antagonists selected from the group of consisting of an anti-
'IL-21R antibody, an anti-iL21 antibody, an antigen-binding fragment of an ant-IL-21R
antibody, an antigen-binding fragment of an anti-iL-21 antibody, and an IL-21R
soluble fragment.

3. Novelty

3.1. The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1-30 is not new-in the sense of Article 33(2) PCT.

D1 discloses (page 2, line 4 -page 6, line 14) the use of IL- 21/IL-21R antagonists for
the treatment of e.g. immune cell-associated disorders, transplant rejection,
autoimmune disorder (e. g. , iricluding, for example, diabetes mellitus (type 1), arthritis
(including rheumatoid arthritis, juvenile rheumatoid arthritis, osteoarthritis, psoriatic
arthritls, and ankylosing spondylitis), multiple sclerosis, myasthenia gravis, vasculitis,
systemic lupus erythematosis, autoimmune thyrolditis, dermatitis (including atoplc
dermatitis and eczematous dermatitis), psoriasts, scleroderma, asthma, allergy, IBD
or Crohn's disease). The antagonist can be a fusion protein that includes a fragment
of an IL-21R fused to a non-IL21R fragment, 6. g. , an immunoglobulin Fc reglon. In
other embodiments, the antagonist is an anti-IL21R or anti-IL21 antibody or an
antigen-binding fragment thereof, or a soluble form of the IL-21 raceptor. In a
preferred embodiment, the fusion protein Inciudes at least a fragment of an IL-21R
polypeptide, which is capable of binding IL-21, e. g. , a soluble fragment of an IL-21R
(e. g- , a fragment of an [L-21R.comprising the extracellular domain of murine or
human IL-21R; e. g. , from about amino acids 1-235,1-236, 20 235, 20-236 of SEQ
ID NO : 2 (human), or from about amino acids 1-236, 20-236 of SEQ ID NO : 10

Form PCTASA/237 (Geparate Sheet) (Gheet 2) (EPO-Aprdl 2005)
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INTERNATIONAL SEARCHING .
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/027912

{murine), or encoded by the corresponding nucleotides of SEQID NO : 1 0or9, ora
sequence at least 85%, 90%, 95%, 98% or more identical thereto) and, e. g. , fused
to, & second molety, e. g. , & polypeptide (e. g. , an immunoglobulin chain, an F¢
fragment.
Examples of antagonistic fusion proteins that can be used according to D1 (page 11,
fne 16 - page 12, line -31) are shown in Figures 7-15 (SEQ ID NO : 23, SEQIDNO :
25, SEQ ID NO : 27, SEQ ID NO : 29, SEQ ID NO : 31, SEQ ID NO : 33, SEQ ID NO
356, SEQ 1D NO : 37, or SEQ ID NO : 39). Thesa sequences are identical with the
-sequences of the antagonistic fusion proteins according to present application.
Nuclelc acid sequences encoding the fusion protelns, host cells, vectors, methods of
_producing the fusion proteins.nd pharmaceutical composition comprising the fusion
protelns are likewise disclosed.
Examples of further the disorders that can be treated according to D1 include (page
52, line 21 - page 54, line 27) transplant rejection, autoimmune diseases (Inciuding
diabetes mellitus, arthritis (including rheumatold arthritis, juvenile rheumatoid asthritis,
osteoarthritis, psoriatic arthritis), multiple sclerosis, encephalomyaslitis, myasthenia
gravis, systemic lupus erythematosis, autoimmune thyroiditis, dermatitis (including
atopic dermatitis and eczematous dermatitis), psoriasis, Sjogren's Syndrome, Crohn's
.disease, aphthous ulcer, iftis, conjunctivitis, keratoconjunctivitis, ulcerative colitis,
spondyoarthropathy, ankylosing spondylitis; intrinsic asthma, allergic asthma,
cutaneous lupus erythematosus, scleroderma, vaginitis, proctitis, drug eruptions,
leprosy reversal reactions, erythema nodosum leprosum, autoimmune uveltis, allergic
encephalomyelitis, acute necrotizing hemorrhagic encephalopathy, idiopathic bilateral
progressive sensorineural hearing.loss, aplastic anemia, pure red cell anemia,
idiopathic thrombocytopenia, polychondritis, Wegener's granulomatosis, chronic
active hepatitis, Stevens- Johnson syndrome, idiopathic sprue, lichen planus,
Graves'disease, sarcoidosis, primary billary cirrhosls, uveitis posterior, and Interstitial
lung fibrosis), graft- versus- host disease, and allergy such as, atopic allergy. D1
discloses moreover examples 1-8 of present application.
D1 thus anticipates at least the subject-matter of claims 1-30.

3.2. The subject-matter of cialms 31 and 32 appears to be novel in view of the available
prior art.

Form PCTASA’237 (Geparale Shest) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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4. Inventive step

The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 31 and 32 does not involve an inventive step in the sense of
Article 33(3) PCT.

Claim 31 relates to a method of treating, preventing or ameliorating transplant/graft
rejection in a mammalian transplant/graft recipient comprising: detecting a symptom
of transplant/graft rejection in a transplant/graft recipient and administering to the
transplant/graft reciplent an IL-21/IL-21R antagonist.

Documents D1 discloses the use IL-21 antagonists for the treatment or prevention of
transplant rejection (page 52, lines 24-25). _

This authority is of the opinion that claim 31 lacks an Iriventive step in view of D1°
since the additional step of detecting a symptom of transplant/graft rejection in &
transplant/graft reciplent is devoid of any inventive activity.

Dependent claim 32 does not contain any features which, In combination with the

features of claim 31, meet the requirements of the PCT In respect of inventive step
either.

Re ltam V1
Certaln documents cited

‘Certain published documents

Apploation No Publication date Fing date Priority ciste (vt cla/m)
Pawant No (day/month/year) {dayimontivyear) (dayinonthyear)
PCT/US2004/007444 30.09.2004 12.03.2004 14.03.2003

Form PCTASA/ZY7 (Separade Shest) (Shest 4) (EPO-Aprll 2005)
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Bitte beachten Sie, dass angefiihrie Nlchtpatentllteratur (wie z.B.
wissenschaftliche oder technische Dokumente) je nach geltendem Recht
dem Urheberrechtsschutz und/oder anderen Schutzarten flir schriftliche
W rke unterliegen konnte. Die Vervnelfaltlgung urheberrechtlich
geschitzter Texie, ihre Verwendung in anderen elektronischen oder
gedruckten Publikationen und ihre Weitergabe an Dritte ist ohne
ausdrickliche Zustimmung des Rechtsinhabers nicht gestattet.

Veuillez noter que les ouvrages de [a littérature non-brevets qui sont

cités, par exemple les documents scientifiques ou techniques, etc.,

peuvent étre protégés par des droits d'auteur et/ou toute autre protection

des écrits prévue par les législations applicables. Les texies "ainsi

protégés ne peuvent étre. reproduits ni utilisés dans d'autres publicati ns

| électroniques ou imprimées, ni rediffusés sans |'autorisation expresse du
titulaire du droit d'auteur.

Please be aware that cited works of non-patent literature such as

sci nfific or technical documents or the like may be subject to copyright

protection and/or any other protection of written works as appropriate |

based on applicable laws. Copyrighted texts may not be copied or used

in other electronic or printed publications or re-distributed without the
xpress permission of the copyright holder.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
o , DMISION DE NUEVAS CREACIONES -
'y, _triay Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION =g
| sUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
@\ dasolchic: ()} “6,50 BN g, i cmay
22) Fechs de solictud: 26O '9-00-'\“ (M)Soiciania{s) WYETH
(30) Priorided  (31) No. 32) Fecha  (33) Puls
80/500,006 05/08/04 us
60/630,176 231204 US |(72) ivenior(es)  YOUNG, Daborah A
COLLINS, Mary
Otros
(74) Apoderado;  ALVARO CORREA ORDOREZ
{85)  Focha imita inicd fase nacionai: 0302007 {87) Publicecitn intemadional
(86)  Detos relativos & ks presantncidn de la solicitud PCT Fecha: 2011208
Fecha do presentacion de [ soficitud:  03/08/08 N° publicacion: WO 20064135383

No. de solictud  PCTAJS2005/027912

(54) Titule:  ANTAGONISMO DE LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE INTERLEUQUINA 21

@ Relvindicacion(es):

1. Un método para trater, mejorar 0 prevenir un tmastomo autoinmune o Infiamatoric en un sujeto
mamifero, que comprende adminlstrar al sujeto un antagonista de IL-21/IL.-21R seleccionado dal grupc que
congiste en un anticuerpo ant-iL-21R, un anticuerpo antHL-21, una porcién de unidn a antigeno de un
anticuerpo antl-IL-21R, una porclén de unién a antigeno de un anticuerpo anti-IL-21 y un fragmento soluble de

IL-21R, en una cantidad suficlente para tratar, mejorar o prevenir el trastomo.
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [] MODELO DE UTILIDAD [ 1}
¢ Indicacién de que se eoliclta la concesién de una patents Fr
¢ Datos de identlficacién del solicltants o de la persona que presenta la salicitud $1
¢ Deacripcién de la invencidn %4
¢ Dibujos de ser estos pertinentas —
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas 2

- COMPLETA [ ] " INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

. © indlcacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [}
¢ Daios de identificaclén del sollcitants o de la persona que prasenta fa solicitud [ ]
o Representaclon grafica vy fotogréfica del Disefio industial o ‘muestra del [

meterial que Incorpora e} disefio '
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 1

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ }

ESQUEMA DE TRAZADO | ]

¢ Indicacién de que se soilcita el registro de un Esquema de Trazado

O_ Datos de Identificaclén del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
¢ Repressntaclén gréflca del esquema trazado .

¢ Comprobants de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [,] INCOMPLETA
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSBTRIA Y COMERCI
BogotA,
2020
Doctor{a)

CORREA ORDOREZ ALVARO

REFERENCIA Radicacién EHo. 07 7640
Boliclitud internmacional PCT/U82005/027912
Fecha inicio fase nacional 05/03/2007

Trimite 11
Evento 378
Actuacién 430
Oficlo No. oo

o wewt 2580

Como regultado deal examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 des
la Declsibén 486 de la Comisifn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooparacifn en Materia da Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le commica que:

1. La solicitud no contiena 1la copia del documento en gque consta la cesién del

derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Dacisifn 486.

2. La pgolicitud no contiena el poder debidamente otorgado, con el lleno da loam
requisitos axiqgidos por los articulos 63 y subsiguientes del C8digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmenta, deberi presentar el documento que acredita la

existencia y representacifn legal de la sociedad no:l.:l.c:l.t:a.nte, cuando ésta fuare
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Daclalén 486, se le
requiere para qua dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidn del presente oficlio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente reguerimiento, la solicitud se
considerarf abandonada y perdari su prelacién.

Notifiquese el prese
e), del caplitulg qui

g oficio conforme a lo dispueato en el numeral 5.2, literal
o fel titulo primero de la Circular Unica No.10 da 2001.

ALIX CARMEN BAPEDES DE VERGEL
Jefe de 1j d.i.v.l.sibn de Nuevas Creaclones

El ‘Anterigr requerimiemntoc fue potificado por fijaciém en lista de
fecha
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