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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales anti-IL-21 humana

[0001] El sistema inmunoldgico es la defensa principal del cuerpo contra las enfermedades causadas por patégenos,
es decir, bacterias, virus, hongos, etc., asi como contra las enfermedades causadas por un crecimiento anormal de
células y tejidos del propio cuerpo (es decir, tumores cancerosos). Normalmente, el sistema inmunolégico es capaz
de distinguir entre las células normales del cuerpo normales o "propias" y los patdgenos extrafios o células
anormales o "no propias”. Los procesos por los cuales el sistema inmunoldgico se abstiene de reaccionar con el
propio cuerpo se llaman tolerancia. A veces, el sistema inmunoldgico pierde la capacidad de reconocer "propia"
como normal y la posterior respuesta dirigida contra el tejido o las células, resulta en la pérdida de la tolerancia, un
estado de autoinmunidad. Las patologias que resultan de la autoinmunidad a menudo tienen consecuencias clinicas
graves y son uno de los principales problemas de salud en el mundo, especialmente en los paises desarrollados.

[0002] IL-21 es una potente citoquina de tipo | de un haz de cuatro hélices a helicoidales inmunomoduladora que se
une a un receptor heterodimérico compuesto de IL-21R y la cadena gamma comun (revisado por Spolski y Leonard,
Annu Rev Immunol 8 de noviembre; 2007). La IL-21 es producida por las células NK-T y T CD4 + (incluyendo células
Thi7 proinflamatorias y células Try auxiliares foliculares que son importantes para las respuestas de centros
germinales) y tiene efectos pleiotropicos sobre las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas, incluyendo una
mayor proliferacion de células B y células T, el aumento de la citotoxicidad de las células T CD8 + y las células
asesinas naturales (NK), la diferenciaciéon de las células B en células plasmaticas secretoras de inmunoglobulina, y
la regulaciéon del linaje de células Th17 (ver a continuacion). La IL-21 también puede inhibir la funciéon de
presentacién de antigeno de las células dendriticas y puede inducir la apoptosis en las células B y células NK bajo
ciertas condiciones. La IL-21 tiene una actividad anti-tumoral potente, pero también se ha asociado con el desarrollo
de diversas enfermedades autoinmunes, incluyendo lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide (AR),
enfermedad inflamatoria del intestino (Ell) y la psoriasis (revisado por Spolski y Leonard, Annu Rev Immunol 8. Nov.,
2007).

[0003] Se ha observado que la IL-21 modula las respuestas de anticuerpos actuando directamente sobre las células
B. (Mehta et al, J. Immunol, 170: 4111-4118, 2003; Ozaki et al, Science, 298: 1630-1634, 2002; Suto et al, Blood,
100: 4565-4573, 2002). La IL-21 puede inducir la diferenciacion de células B humanas sin tratar en células
plasmaticas secretoras de anticuerpos (Ozaki et al J. Immunol 173: 5361, 2004, Ettinger et al, J Immunol 175: 7867-
79, 2005; Ettinger et al, J Immunol 178: 2872-82, 2007; Kuchen et al J Immunol 179: 5886-96, 2007) y estimular la
produccién de IgE en células B humanas (Kobayashi et al. Human Immunol. doi: 10: 1016/j.humimm.2008.10). En
animales con deficiencia de IL-21 o IL-21R, se genera un menor nimero de células que secretan anticuerpos a partir
de la reaccion del centro germinal y se reduce la maduraciéon de la afinidad (Zotos et al, aportado). Las células
extrafoliculares formadoras de anticuerpos, que estan implicados en la autoinmunidad, requieren una ayuda afin de
un subconjunto de células T CD4 especializadas que secretan IL-21 (Odegard, et al, JEM 205 (12): 2873-2886,
2008).

[0004] La generacidn de anticuerpos contra MHC alogénico es un fendémeno clave en el rechazo del trasplante. Los
receptores de trasplantes que desarrollan titulos de anticuerpos anti-MHC (pacientes de trasplante altamente
sensibilizados) son de riesgo t para el rechazo crénico y son malos candidatos para nuevos injertos debido a la
probabilidad de rechazo mediado por anticuerpos del nuevo trasplante (Smith, et al., Am J Trasplantation 8: 1-11,
2008). En un modelo de rata de rechazo de aloinjerto renal agudo, IL-21 y IL-21R se incrementaron de forma Unica
en las células mononucleares intravasculares de aloinjertos renales, pero no isoinjertos (Hecker, et al,
Immunobiology: doi:10.1016/j.imbio.2008.04.004, (2008)). En los trasplantes cardiacos humanos que experimentan
un rechazo, los niveles de expresiéon de IL-21 y IL-21R se correlacionan con el grado de rechazo ISHLT, y la mas
alta expresioén esta presente en l0s°C1R y 2R (Baan, et al, Transplantation 83 (11): 1485-1492 , 2007).

[0005] En la enfermedad de injerto contra huésped (EICH), la respuesta anti-alo estd mediada por la activacion
incontrolada de los linfocitos T del injerto, que dirigen una respuesta inflamatoria contra los tejidos del huésped. Las
células T reguladoras (Treg) pueden modular esta respuesta en modelos animales. Se ha observado que la IL-21
contrarresta las funciones reguladoras de Treg (Clough et al., J Immunol. 180: 5395-5401, 2008). En modelos de
raton de EICH, la transferencia de células T deficientes en IL-21 dio lugar a signos clinicos y puntuaciones
histolégicas significativamente reducidos y un aumento de la supervivencia, en comparacion con las células T WT.
Se observaron la disminucién de la frecuencia de células T secretoras de IFN-gamma y un aumento de células T
reguladoras en la mucosa del colon. El bloqueo de IL-21 utilizando mAb anti-mIL-21 y la transferencia de células T
WT produjo resultados similares (Bucher et al, Blood (ASH Annual Meeting Abstracts) 2008 112: Abstract # 2342).

[0006] También se ha observado recientemente que la IL-21 es producida por y necesaria para la diferenciacion de
células Th17 pro-inflamatorias de ratéon (Kom et al Nature 448: 484-487, 2007; Nurieva et al Nature 448: 480-483,
2007; Zhou et al, Nat Immunol. 8: 967-974, 2007; Wei et al J Biol Chem 282: 34605-34610, 2007). Las células Thl7
humanas también producen IL-21 y se estan realizando estudios para determinar si la IL-21 actia como un factor
autocrino para las células Th17 humanas, como lo hace para las células Th17 de raton. Ozaki et al. (J. Immunol.
173: 5361, 2004) demostraron que la expresion de IL-21 es elevada en los ratones BXSB-Yaa propensos al lupus,
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un modelo para el lupus eritematoso sistémico (LES), a una edad cuando las primeras caracteristicas de los
procesos autoinmunes empiezan a ser evidentes. El tratamiento de estos ratones BXSB-Yaa con un receptor de IL-
21 soluble de ratén (mIL-21R-Fc) inhibe parcialmente diversos parametros de la enfermedad, incluyendo la
glomerulonefritis (Bubier et al, Ann NY Acad Sci 1110: 590-601, 2007). El tratamiento con mIL-21R-Fc también se ha
demostrado que es eficaz en otro modelo preclinico de la enfermedad de LES, el raton MRL/Ipr (Herber et al J.
Immunol. 178: 3822-3830, 2007), asi como en el modelo de artritis inducida por colageno (AIC) de la artritis
reumatoide (Young et al, Arthr Rheum. 56: 1152-1163, 2007). Los datos preliminares en humanos sugieren también
la desregulacion de IL-21 e IL-21R en el LES (Mitoma et al Int J Mol Med 16: 609-615 2005; Wang et al, Chineses J.
Cell Mol Immunol 23 (11): 1041-1042, 2007; Sawalha et al Ann Rheum Dis. 67: 458-461, 2008). Mas recientemente,
Rus et al. Obtuvo datos de 24 pacientes con LES y 15 controles sanos (Nguyen et al., ACR/ARHP Scientific Meeting,
1760/482, 2008 Oct 24-29 San Francisco, CA). Rus et al. mostraron que 1) la expresién de ARNm de IL-21 es
significativamente mayor en las células T CD4 + de los pacientes de lupus en comparacion con los controles, 2) los
niveles de IL-21 son significativamente elevados en los sueros de pacientes con LES activo en comparacién con Les
inactivo o controles, 3) IL-21 aumenta la proliferacién de células T CD4+ y células B CD19+ en pacientes y se
controla de una manera dependiente de la dosis, 4) IL-21 aumenta la diferenciacion de células plasmaticas inducidas
por anti-CD40 en los controles normales y pacientes con LES, y 5) los niveles elevados de IL-21 pueden contribuir a
la proliferacidn de células T CD4+ autorreactivas y la diferenciacion de células plasmaticas en LES.

[0007] Monteleone et al han demostrado que el ARN de IL-21 y la expresion de proteinas aumenta en tejido
inflamado, pero no en no inflamado, de pacientes con enfermedad de Crohn (CD) (y, en menor grado, colitis
ulcerosa) y que la produccion de IL-21 por células CD3+ de las células mononucleares de la lamina propia de
pacientes con EC también se ha mejorado (Monteleone et al Gastroenterology 128: 687-694, 2005; Monteleone et al
Gut 55: 1774-1780, 2006; Peluso et al, J Immunol 178: 732-739. 2007). Estos autores sugirieron que la IL-21 regula
la colitis experimental mediante la modulacion del equilibrio entre las células T reguladoras (Tregs) y células Th17
(Fantini et al Eur J. Immunol. 37: 3155-3163, 2007). La inhibicién de la IL-21 in vivo con un receptor de IL-21 soluble,
ya sea en modelos de ratén o rata de colitis conduce a reducciones significativas en los signos clinicos de colitis
(Young et al. EE.UU. 2006/0039902).

[0008] El receptor de IL-21 se expresa por las células NK, y células NK han demostrado ser sensibles al tratamiento
con IL-21 tanto in vivo como in vitro. En pacientes oncolégicos tratados con IL-21 humana recombinante, se
observaron patrones alterados de recirculacion en subgrupos de linfocitos, incluyendo células NK, y el aumento de la
expresion de marcadores de activacion de las células NK y la capacidad efectora citolitica (Frederiksen, et al.,
Cancer Immunol Immunother 57 (10) : 1439-1449, 2008). En las enfermedades autoinmunes, la actividad de células
NK puede jugar un papel en la promocién de la inflamacién y el dafio tisular asociado. La migracion de tejido de las
células NK esta dirigida por quimioatrayentes liberados en el sitio de la inflamacién (Morris y Ley, Curr Mol Med.; 4
(4): 431-8, 2004). Las células NK de la lamina propia de pacientes con la enfermedad de Crohn liberaban mayores
cantidades de IFN-y y TNF-a cuando se estimulan in vitro con IL-21 e IgG, en comparacién con las células LPNK de
controles (Liu y Jiu, Chronic inflammation of liver and gut, Falk Simposium resumen N° 163 de 2008 Mar 14-15).
También se describe que las células NK regulan la autoinmunidad y el rechazo de trasplantes a través de sus
interacciones con las células dendriticas (DC), matando DC inmaduras o activadas, y mediante la liberacion de
citoquinas que afectan el estado de activacion y las funciones de presentaciéon de antigeno de la DC (Vivier et al.,
Nat Immunol 9 (5): 503-510, 2008; Laffont y otros, Blood 112: 661-671, 2008). Una comparacién de las células
mononucleares de sangre periférica de receptores de aloinjertos de higado tolerantes y no tolerantes mostro
cambios en el programa transcripcional de las células NK (Martinez-Llordella et al, J Clin Invest 118 (8): 2845-2857,
2008). Por lo tanto, el bloqueo de IL-21 puede modular el estado de activacion de las células NK, reducir su
contribucion a la inflamacién de los tejidos en enfermedades autoinmunes, y alterar la evolucién clinica del rechazo
del trasplante. También se describe que las células NK regulan la autoinmunidad y el rechazo de trasplantes a
través de sus interacciones con células dendriticas (DC), matando DC inmaduras o activadas y mediante la
liberacion de citoquinas que afectan el estado de activacion y alteran las funciones de presentacion de antigeno de
las DC. Por lo tanto, el bloqueo de IL-21 puede modular la activacion de las células NK y reducir su contribucion a la
inflamacién de los tejidos en enfermedades autoinmunes.

[0009] La presente invencion proporciona anticuerpos monoclonales anti-IL-21 humanos tal como se define en las
reivindicaciones, y el uso de los anticuerpos (tal como se define en las reivindicaciones) para inhibir los sintomas y
las actividades biolégicas que se manifiestan como trastornos autoinmunes e inflamatorias y se asocian con las
interacciones IL-21/receptor de IL-21.

[0010] ElI documento US2007/172457 describe IL-21 e IL-22. WO 2007/111714 y US2007/122413 describen
antagonistas de IL-21. El documento WO 2006/105538 describe tratamientos para las patologias relacionadas con
IL-21. WO 2006/057027 describe epitopos antigénicos de IL-21, anticuerpos y usos médicos. DK 2005/01310
describe el tratamiento o la prevencién de enfermedades autoinmunes y diabetes autoinmune latente en adultos.

[0011] Caruso et al., J. Gastroenterology 132 (1) 20 de enero de 2007, paginas 166-175, describe un papel funcional
para IL-21 en la promocién de la sintesis de la quimioatrayente de células T MIP-3alfa por las células epiteliales
intestinales.
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[0012] Herber D. et al., J. Immunology 178 (6), 15 de marzo de 2007, paginas 3822-3830, informa que la IL-21 tiene
un papel patogénico en un modelo de ratdén propenso al lupus y su bloqueo con IL-21 R.Fc reduce la progresion de
la enfermedad. Young D.A. et al., Arthritis & Rheumatism 56 (4), 1 de Abril de 2007, paginas 1152-1163, informa que
el bloqueo de la via de IL-21/receptor de IL-21 mejora la enfermedad en modelos animales de artritis reumatoide.

[0013] Baan C.C. et al., Transplantation 83 (11), 15 de junio de 2007, paginas 1485-1492, informa que la IL-21 es un
participante dependiente de IL-2 en procesos de rechazo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0014]

La Figura 1 es una alineacion de residuos de aminoacido que comprende las regiones variables de cadena pesada
de anticuerpos designados por numeros de clones 362.78.1.44 (78), 362.597.3 (597), 362.75.1.1 (75), 366.552.11
(552), 366,328.10 (328).

La Figura 2 es una alineacion de residuos de aminoacido que comprenden la regién variable de cadena ligera de los
anticuerpos descritos anteriormente.

La Figura 3 ilustra espectros de masas MALDI/TOF de las regiones de secuencia de péptidos IL-21 obtenidos a
partir de IL-21 solo y el complejo inmune de IL-21. Secuencias de péptidos de IL-21, EKKPPKEF (SEQ ID NO: 2
desde el residuo 129 al 136) (m/z, 1002,5619 Da) y LERFKSLL (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 137 al 144) (m/z,
1005,6091 Da) del estado libre de la IL-21 (A). Desplazamiento de masa del péptido debido a la retencion de
deuteraciéon de amida en presencia de mAb de IL-21 (B). Otra region de secuencia de péptido IL-21,
KSLLQKMIHQHLSSRTHGSEDS (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 141 al 162) (m/z, 2519,2451) del estado libre de la
IL-21 (C). Un desplazamiento de masa parcial del péptido debido a la retencién de deuteracion de amida en
presencia de mAb de IL-21 (D).

La Figura 4 ilustra cromatogramas de iones seleccionados de péptidos acetilados y no acetilados. Cromatograma de
ion unico seleccionado de TCPSCDSYEKKPPKEF (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 119 a 136) (m/z, 1986 Da)
acetilado aislado de IL-21 solo (A) y la misma traza cromatografica del complejo inmune de IL-21 (B). El espectro de
masas incorporado es el estado triplemente cargado de la masa del péptido (m/z, 662,9). La tercera traza muestra el
cromatograma de iones seleccionados del ion del péptido a m/z 1018 Da, que es KSLLQKMI (SEQ ID NO: 2 desde
el residuo 141 al 148) acetilado aislado de IL-21 solo (C) y la misma traza cromatografica del complejo inmune de IL-
21 (D). El espectro de masas incorporado es el estado doblemente cargado de la masa del péptido (m/z, 509.1)

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0015] En un aspecto, la presente memoria describe un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano que comprende al
menos un 80% de identidad con los residuos de aminoacido 20 a 145 de SEQ ID NO: 29 y al menos un 80% de
identidad con los residuos de aminoacido 21 a 126 de la SEQ ID NO: 37. En ciertas realizaciones, los anticuerpos
comprenden cambios de al menos un 80% de identidad que se encuentran en la region variable de cadena pesada
CDR1 de la SEQ ID NO: 31.

[0016] La presente memoria descriptiva describe un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano, que comprende: (a)
una region de cadena pesada que comprende: (i) una CDR1 de la regién variable de cadena pesada que comprende
la SEQ ID NO: 31; (ii) una CDR2 de la regién variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 33; vy (iii)
una CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 35; y (b) una regién de cadena
ligera que comprende: (i) una CDR1 de la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 39; (ii)
una CDR2 de la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 41; y (iii) una CDR3 de la region
variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 43. En ciertas realizaciones, la memoria proporciona un
anticuerpo monoclonal anti-IL-21 que comprende los residuos aminoacidos 20 a 145 de SEQ ID NO: 29 y los
residuos de aminoacido 21-126 de la SEQ ID NO: 37. En ofras realizaciones, el anticuerpo comprende ademas los
residuos de aminoacido 1 a 145 de SEQ ID NO: 29 y de aminoacidos de residuos 1 a 126 de SEQ ID NO: 37. Otra
realizacién de la presente memoria proporciona un hibridoma designado 362.78.1.44, en el que el hibridoma esta
depositado en la American Type Culture Collection con la designacion de depdsito bajo patente ATCC PTA-8790, y
la memoria incluye el anticuerpo producido por el hibridoma.

[0017] Otro aspecto de la presente memoria proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano, que
comprende: (a) una regién de cadena pesada que comprende: (i) una CDR1 de la regién variable de cadena pesada
que comprende la SEQ ID NO: 47; (ii) una CDR2 de la regién variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID
NO: 49; y (iii) una CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 51; y (b) una region
de cadena ligera que comprende: (i) una CDR1 de la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID
NO: 55; (ii) una CDR2 de la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 57; y (iii) una CDR3 de
la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 59. En ciertas realizaciones, la memoria
proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 que comprende los residuos aminoéacidos 20 a 145 de SEQ ID NO:
45 y los residuos de aminoacido 21 a 126 de SEQ ID NO: 53. En otras realizaciones, la memoria comprende ademas
los residuos de aminoacido 1 a 145 de SEQ ID NO: 45 y los residuos de aminoacido 21 a 126 de SEQ ID NO: 53.
Otra realizacion de la presente descripcion proporciona un hibridoma designado 362.597.3, en el que el hibridoma
esta depositado en la American Type Culture Collection con la designacion de depdsito bajo patente ATCC PTA-
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8786, y la memoria incluye el anticuerpo producido por el hibridoma.

[0018] En otro aspecto, la presente memoria proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano que
comprende al menos un 80% de identidad con los residuos de aminoacido 20 a 141 de SEQ ID NO: 13 y al menos
un 80% de identidad con los residuos de aminoacido 21 a 126 de la SEQ ID NO: 21. En una realizacién, la memoria
incluye un anticuerpo monoclonal, en el que los cambios de aminoacidos son cambios conservadores de
aminoacidos.

[0019] En otro aspecto, la presente memoria proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano, que
comprende: (a) una regién de cadena pesada que comprende: (i) una CDR1 de la regién variable de cadena pesada
que comprende la SEQ ID NO: 15; (ii) una CDR2 de la regién variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID
NO: 17; y (iii) una CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 19; y (b) una region
de cadena ligera que comprende: (i) una CDR1 de la regién variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID
NO: 23; (ii) una CDR2 de la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 25; y (iii) una CDR3 de
la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 27. En ciertas realizaciones, la presente memoria
incluye un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano que comprende los residuos de aminoacido 20-141 de SEQ ID
NO: 13 y los residuos de aminoacido 21 a 126 de SEQ ID NO: 21. En otra realizacién, la memoria comprende
ademas los residuos de aminoacido 1 a 141 de SEQ ID NO: 13 y los residuos de aminoacido 1 a 126 de SEQ ID
NO: 21. Otra realizacion de la presente memoria proporciona un hibridoma designado 362.75.1.1, en el que el
hibridoma esta depositado en la American Type Culture Collection con la designacion de depdsito bajo patente
ATCC PTA-8791, y el anticuerpo producido por el hibridoma.

[0020] En otro aspecto, la presente memoria describe un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano, que comprende:
(a) una region de cadena pesada que comprende: (i) una CDR1 de la region variable de cadena pesada que
comprende la SEQ ID NO: 79; (ii) una CDR2 de la region variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO:
81; y (iii) una CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 83; y (b) una region de
cadena ligera que comprende: (i) una CDR1 de la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO:
87; (ii) una CDR2 de la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 89; y (iii)) una CDR3 de la
region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 91. En una realizacién, la presente memoria
proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano que comprende los residuos aminoacidos 20 a 136 de
SEQ ID NO: 77 y el acido amino los residuos 23 a 129 de SEQ ID NO: 85. En otra realizacion, la divulgacién
comprende ademas los residuos de aminoacido 1 a 136 de SEQ ID NO: 77 y de aminoacidos de residuos 1 a 129 de
SEQ ID NO: 85. Otra realizacion de la presente memoria proporciona un hibridoma designado 366.552.11, en el que
el hibridoma esta depositado en la American Type Culture Collection con la designacién de depdsito bajo patente
ATCC PTA-8787, y el anticuerpo producido por el hibridoma.

[0021] En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano, que
comprende: (a) una regién de cadena pesada que comprende: (i) una CDR1 de la regién variable de cadena pesada
que comprende la SEQ ID NO: 63; (ii) una CDR2 de la regién variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID
NO: 65; y (iii)) una CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 67; y (b) una region
de cadena ligera que comprende: (i) una CDR1 de la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID
NO: 71; (li) una CDR2 de la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 73; y (iii) una CDR3 de
la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 75. En ciertas realizaciones, la presente invencion
proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano que comprende los residuos de aminoacido 20 a 139 de
SEQ ID NO: 61 y los residuos de aminoacido 23 a 129 de SEQ ID NO: 69. En otras realizaciones, la presente
invencion comprende ademas los residuos de aminoacido 1 a 139 de SEQ ID NO: 61 y los residuos de aminoacido 1
a 129 de SEQ ID NO: 69. Otra realizacion de la presente invencion proporciona un hibridoma designado 366.328.10,
en el que el hibridoma esta depositado en la American Type Culture Collection con la designacion de depdsito bajo
patente ATCC PTA-8789, y el anticuerpo producido por el hibridoma.

[0022] En otro aspecto, la presente memoria proporciona un hibridoma designado 366.345.6.11, en el que el
hibridoma esta depositado en la American Type Culture Collection con la designacién de depdsito bajo patente
ATCC PTA-8788, y la memoria incluye el anticuerpo producido por el hibridoma.

[0023] En otro aspecto, la presente memoria proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une a un epitopo
discontinuo que comprende al menos dos regiones en una proteina IL-21, en el que la primera regién consiste en al
menos un aminoacido del residuo lle45 al residuo Leu56 de SEQ ID NO: 2 y la segunda region consiste en al menos
un aminoacido del residuo Glu129 al residuo Leu144 de la SEQ ID NO: 2. En una realizacién, la memoria
proporciona que la primera regioén consiste en entre 1 y 12 aminoacidos desde el residuo 1le45 al residuo Leu56 de
la SEQ ID NO: 2, y la segunda region consiste en entre 1 y 16 aminoacidos desde el residuo Glu129 al residuo
Leu144 de la SEQ ID NO: 2.

[0024] En la invencion descrita anteriormente, se incluye una realizacion en la que el anticuerpo monoclonal
comprende adicionalmente una porcion de Fc, y otra realizacion, en la que la porcion Fc se selecciona del grupo que
consiste en IgG1, IgG2 e IgG4, y otra realizacion, en la que la porcion de Fc tiene una funcién efectora reducida.
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[0025] En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 o fragmento de
anticuerpo como se define en las reivindicaciones, para su uso en un método de tratamiento de enfermedades
mediadas por células T auxiliares foliculares o mediadas por células B en un sujeto, en el que las enfermedades
mediadas por células T auxiliares foliculares o mediadas por células B se seleccionan del grupo que consiste en
lupus eritematoso sistémico, pérdida de audicion autoinmune, enfermedad de Graves, pénfigo vulgar, miastenia
gravis, neuromielitis 6ptica, sindrome de Goodpasture, nefritis autoinmune, crioglobulinemia , sindrome de Guillain
Barre, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (PDIC), anemia hemolitica autoinmune y purpura
trombocitopénica idiopatica (PTI).

[0026] En otro aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 o un fragmento de
anticuerpo como se define en las reivindicaciones, para su uso en un método de tratamiento de enfermedades
mediadas por células Th1 o células TH17 en un sujeto, en el que las enfermedades mediadas por células Th1 o
células TH17 se seleccionan del grupo que consiste en psoriasis, espondiloartropatia, artritis reactiva, artritis
enteropatica, miocarditis autoinmune, enfermedad de Kawasaki, enfermedad celiaca, uveitis, enfermedad de Behcet,
enfermedad de la arteria coronaria, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y la enfermedad pulmonar
intersticial.

[0027] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 o fragmento de
anticuerpo como se define en las reivindicaciones, para su uso en un método de tratamiento de la enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell) en un sujeto, en el que la enfermedad inflamatoria intestinal se selecciona del grupo que
consiste en enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y sindrome del intestino irritable.

[0028] En otro aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL.-21 o fragmento de
anticuerpo como se define en las reivindicaciones, para su uso en un método de tratamiento de la artritis reumatoide
en un sujeto.

[0029] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 o fragmento de
anticuerpo como se define en las reivindicaciones, para su uso en un método de tratamiento de la esclerosis multiple
en un sujeto.

[0030] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 o fragmento de
anticuerpo como se define en las reivindicaciones, para su uso en un método de tratamiento de diabetes de tipo |
(DMID) en un sujeto.

[0031] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 o fragmento de
anticuerpo como se define en las reivindicaciones, para su uso en un método de tratamiento del sindrome de
Sjogren en un sujeto.

[0032] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo anti-IL-21 anticuerpo monoclonal o
fragmento de anticuerpo como se define en las reivindicaciones, para su uso en un método de tratamiento de un
sujeto con trasplante, en el que se suprime el rechazo del trasplante, se establece tolerancia en el régimen
terapéutico pretransplante o se reducen los titulos de aloanticuerpos titulos en el sujeto.

[0033] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 o fragmento de
anticuerpo como se define en las reivindicaciones, para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad
autoinmune en un sujeto, en el que la enfermedad autoinmune se selecciona del grupo que consiste en pancreatitis,
enfermedad inflamatoria de los musculos (polimiositis, dermatomiositis), poliangeitis microscopica, anemia aplasica
autoinmune, tiroiditis autoinmune, hepatitis autoinmune, sindrome de Wegener, diverticulosis, espondilitis
anquilosante, esclerodermia, esclerosis sistémica, artritis psoridsica, osteoartritis, dermatitis atodpica, vitiligo,
enfermedad injerto contra huésped (EICH), linfoma cutaneo de células T (LCCT), glomerulonefritis, nefropatia por
IgA, pacientes con trasplante altamente sensibilizados, sindrome anti-fosfolipido, y el asma, y otras enfermedades
autoinmunes, u otras enfermedades mediadas por IL-21 y agonistas de receptores de IL -21.

[0034] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 o fragmento de
anticuerpo como se define en las reivindicaciones, para su uso en un método para de tratamiento del lupus
eritematoso sistémico (LES) en un sujeto.

[0035] En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 o fragmento de
anticuerpo como se define en las reivindicaciones, para su uso en un método de tratamiento de la psoriasis en un
sujeto.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0036] Se proporcionan Las siguientes definiciones para facilitar la comprension de las invenciones descritas en el
presente documento.
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[0037] Los términos "amino-terminal" y "carboxilo terminal" se usan en el presente documento para indicar
posiciones dentro de polipéptidos. Cuando el contexto lo permite, estos términos se usan con referencia a una
secuencia o porcion particular de un polipéptido para indicar proximidad o posicién relativa. Por ejemplo, una cierta
secuencia situada carboxi-terminal a una secuencia de referencia dentro de un polipéptido se encuentra proximal al
extremo carboxilo de la secuencia de referencia, pero no estad necesariamente en el extremo carboxilo del
polipéptido completo.

[0038] EI término "antagonista" se refiere a cualquier compuesto que incluye una proteina, polipéptido, péptido,
anticuerpo, fragmento de anticuerpo, molécula grande, o una molécula pequefia (menos de 10 kD), que disminuye la
actividad, la activacion o la funcién de otra molécula. Los antagonistas de IL-21 causan por lo menos una de las
siguientes acciones: funcion inmune reducida de las células NK, células dendriticas, subgrupos de células T y
subconjuntos de células B; union a IL-21 de manera que la interaccion de la proteina IL-21 con su receptor se
bloquea, inhibe, reduce o neutraliza.

[0039] "Anticuerpos" (Abs) e "inmunoglobulinas" (Igs) son glicoproteinas que tienen las mismas caracteristicas
estructurales. Mientras que los anticuerpos presentan especificidad de unién a un antigeno especifico, las
inmunoglobulinas incluyen tanto anticuerpos como otras moléculas similares a anticuerpos que carecen de
especificidad antigénica. Los polipéptidos de la ultima clase son, por ejemplo, producudos a niveles bajos por el
sistema linfatico y a niveles altos por los mielomas. Por lo tanto, tal como se utiliza en el presente documento, el
término "anticuerpo” o "péptido o péptidos de anticuerpo” se refiere a un anticuerpo intacto, o un fragmento de union
del mismo, que compite con el anticuerpo intacto por la union especifica e incluye anticuerpos quiméricos,
humanizados, totalmente humanos, y biespecificos. En ciertas realizaciones, los fragmentos de unioén se producen
mediante técnicas de ADN recombinante. En realizaciones adicionales, los fragmentos de unién se producen por
escision enzimatica o quimica de anticuerpos intactos. Los fragmentos de unién incluyen, pero no se limitan a, Fab,
Fab', F(ab')., Fv, y anticuerpos de cadena uUnica, ScFv. Los "anticuerpos e inmunoglobulinas nativas" son
usualmente glicoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 daltons, compuestas de dos cadenas
ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada por
un enlace disulfuro covalente, mientras que el numero de enlaces disulfuro varia entre las cadenas pesadas de
diferentes isotipos de inmunoglobulinas. Cada cadena pesada y ligera también tiene puentes disulfuro intracadena
regularmente espaciados. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (VH) seguido de un nimero
de dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo (VL) y un dominio constante en
su otro extremo; el dominio constante de la cadena ligera esta alineado con el primer dominio constante de la
cadena pesada, y el dominio variable de la cadena ligera esta alineado con el dominio variable de la cadena pesada.
Se cree que residuos de aminoacido particulares forman una interfaz entre los dominios variables de cadena ligera y
pesada (Chothia et al, J. Mol Biol 186: 651 (1985); Novotny y Haber, Proc Natl Acad Sci. USA. 82: 4592 (1985)).

[0040] EI término "anticuerpo quimérico" o "anticuerpos quiméricos" se refiere a anticuerpos cuyos genes de cadena
ligera y pesada se han construido, tipicamente por ingenieria genética, a partir de genes de la regiéon variable y
constante de inmunoglobulina que pertenecen a diferentes especies. Por ejemplo, los segmentos variables de los
genes de un anticuerpo monoclonal de ratén pueden unirse a segmentos constantes humanos, tales como gamma 1
y gamma 3. Un anticuerpo tipico quimérico terapéutico es por tanto una proteina hibrida compuesta del dominio
variable o de unién a antigeno de un anticuerpo de ratén y el dominio constante de un anticuerpo humano, aunque
pueden utilizarse otras especies de mamiferos. Especificamente, un anticuerpo quimérico se produce por tecnologia
de ADN recombinante en el que todo o parte de las regiones bisagra y constante de una cadena ligera, cadena
pesada, o ambas, de inmunoglobulina se han sustituido por las regiones correspondientes de la cadena ligera o
cadena pesada de inmunoglobulina de otro animal. De esta manera, la porcidon de unién al antigeno del anticuerpo
monoclonal padre se injerta en el esqueleto del anticuerpo de otra especie.

[0041] EI término "epitopo" se refiere a cualquier determinante de proteina que puede unirse especificamente a una
inmunoglobulina o receptor de células T especifica. Los determinantes epitdpicos consisten habitualmente en
agrupaciones superficiales quimicamente activas de moléculas, tales como cadenas laterales de aminoacidos o
azucares y normalmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas
de carga especificas. Mas especificamente, el término "epitopo de IL-21", como se usa en el presente documento,
se refiere a una porcion del polipéptido IL-21 que tiene actividad antigénica o inmunogénica en un animal,
preferiblemente en un mamifero, y mas preferiblemente en un ratén o un ser humano. Un epitopo que tiene actividad
inmunogénica es una porcién de un polipéptido IL-21 que provoca una respuesta de anticuerpos en un animal. Un
epitopo que tiene actividad antigénica es una porcion de un polipéptido IL-21 a la que un anticuerpo se une
inmunoespecificamente como se determina por cualquier método bien conocido en la técnica, por ejemplo, mediante
inmunoensayos. Los epitopos antigénicos no necesitan ser necesariamente inmunogénicos. Los "epitopos
discontinuos" son epitopos conformacionales formados a partir de al menos dos regiones separadas de la secuencia
primaria de la proteina IL-21. Los epitopos conformacionales pierden la capacidad de unirse especificamente en
presencia de disolventes desnaturalizantes (por ejemplo, en los andlisis de transferencia Western).

[0042] La presente invencion proporciona anticuerpos monoclonales y fragmentos de anticuerpos que se unen

especificamente a proteinas y polipéptidos IL-21, como se define en las reivindicaciones. Los polipéptidos, proteinas
y polinucleétidos que codifican los polipéptidos de IL-21 humanos y de ratén se describen en Parrish-Novak y otros,
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Nature 408: 57-63, 2003; las patentes de Estados Unidos n°® 6.307.024 y 6.686.178; y 7.250.274. Se describen en
este documento las caracteristicas estructurales y funcionales que definen regiones (epitopos) de la proteina IL-21
humana que han sido identificadas como dianas para un anticuerpo monoclonal terapéutico. Se presentan
anticuerpos monoclonales anti-IL-21 humanos de humanos de ejemplo. Algunos de estos anticuerpos tienen la
capacidad de unirse a IL-21 humana nativa, IL-21, IL-21 humana de tipo salvaje recombinante, una proteina de IL-21
mutante recombinante y/o regiones peptidicas de IL-21 humana.

[0043] La presente invencidn proporciona anticuerpos anti-IL-21 tal como se definen en las reivindicaciones, que son
utiles en el tratamiento terapéutico de enfermedades autoinmunes e inflamatorias. Por ejemplo, los anticuerpos anti-
IL-21 son utiles en el tratamiento de la psoriasis, pancreatitis, diabetes tipo | (IDDM), enfermedad de Graves,
enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome del intestino irritable,
esclerosis multiple, artritis reumatoide, artritis reactiva, artritis enteropatica, espondiloartropatia, miocarditis
autoinmune, enfermedad de Kawasaki, enfermedad celiaca, uveitis, enfermedad de Behcet, enfermedad de la
arteria coronaria, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), enfermedad pulmonar intersticial, enfermedad
de musculo inflamatorio (polimiositis, dermatomiositis), poliangeitis microscépica, anemia aplasica autoinmune,
tiroiditis autoinmune, hepatitis autoinmune, sindrome de Wegener, diverticulosis, lupus eritematoso sistémico,
espondilitis anquilosante, esclerodermia, esclerosis sistémica, artritis psoriatica, osteoartritis, dermatitis atopica,
vitiligo, enfermedad injerto contra huésped (EICH), linfoma cutaneo de células T (LCCT), sindrome de Sjogren,
glomerulonefritis, nefropatia IgA, nefritis autoinmune, pénfigo vulgar, miastenia gravis, pérdida de audicidn
autoinmune, neuromielitis optica, sindrome de Goodpasture, crioglobulinemia, sindrome de Guillain Barre,
polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP), anemia hemolitica autoinmune, purpura trombocitopénica
idiopatica (ITP), rechazo de trasplante, pacientes de trasplante altamente sensibilizados, sindrome anti-fosfolipido,
alergia y asma, y otras enfermedades autoinmunes, u otras enfermedades mediadas por IL-21 y agonistas de
receptores de IL -21.

[0044] Se han identificado cinco clases de inmunoglobulinas, I1gG, IgA, IgM, IgD e IgE, en los vertebrados superiores.
Las proteinas IgG, IgD, e IgE son caracteristicamente heterotetrameros unidos por enlaces disulfuro que consisten
en dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas. Tipicamente, IgM se encuentra como un
pentamero de un tetramero, mientras que IgA se produce como un dimero de un tetramero. Se pueden introducir
modificaciones en el resto de inmunoglobulina.

[0045] IgG comprende la clase principal, ya que normalmente existe como la segunda proteina mas abundante en el
plasma. En los seres humanos, la IgG consta de cuatro subclases, denominadas IgG1, IgG2, I1gG3, e IgG4. Cada
cadena pesada de inmunoglobulina posee una regiéon constante que consiste en dominios de proteina de la region
constante (Cu1, bisagra, Cu2, y Cu3) que son invariantes para una subclase determinada. Las regiones constantes
de cadena pesada de la clase IgG se identifican con el simbolo griego y. Por ejemplo, las inmunoglobulinas de la
subclase IgG1 contienen una regién constante de cadena pesada y 1.

[0046] EI fragmento Fc o el dominio Fc, consiste en las regiones de bisagra dominios CH,, CH3 de cadena pesada
unidas por disulfuro. En las proteinas de fusidon de inmunoglobulina, los dominios Fc de la subclase IgG1 se utilizan
a menudo como el resto de inmunoglobulina, ya que IgG1 tiene la vida media mas larga en suero de cualquiera de
las proteinas de suero. La larga vida media en suero puede ser una caracteristica deseable de la proteina para los
estudios en animales y el potencial uso terapéutico humano. Ademas, la subclase IgG1 posee la capacidad mas
fuerte para llevar a cabo funciones efectoras mediadas por anticuerpos. La funcion efectora primaria que puede ser
mas Util en una proteina de fusién de inmunoglobulina es la capacidad de un anticuerpo IgG1 para mediar en la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo. Por otra parte, esto podria ser una funcién indeseable para una
proteina de fusiéon que funciona principalmente como un antagonista. Se han identificado varios de los residuos de
aminoacido especificos que son importantes para la actividad mediada por region constante de anticuerpo en la
subclase 1gG1. La inclusién o exclusion de estos aminoacidos especificos, por lo tanto permite la inclusion o
exclusién de la actividad mediada por regidon constante de inmunoglobulina especifica (véase, patentes

[0047] de Estados Unidos 5.648.260; 5.624.821).

[0048] Las Fc de IgG1 humana modificada se han generado para la creacién de proteinas de fusiéon con Fc. Por
ejemplo, las mutaciones Fc4, Fc5, y Fc6 para reducir las funciones efectoras mediadas por Fc mediante la reduccion
de la union a FcyRI y la unidn a complemento C1q se describen en la solicitud de patente US 2006-0034852.
Especificamente, se introdujeron tres sustituciones de aminoacidos para reducir la unién a FcyRI. Estas son las
sustituciones en las posiciones de indice EU 234, 235, y 237. Las sustituciones en estas posiciones se han
demostrado que reducen la uniéon a FcyRI (Duncan et al, Nature 332:. 563 (1988)). Estas sustituciones de
aminoacidos también pueden reducir la unién a FcyRlla, asi como la unién a FcyRIll (Sondermann y otros, Nature
406: 267 (2000); Wines et al, J. Immunol 164: 5313 (2000)). Estas mutaciones no alteran la uniéon a FcRn, que
promueve la larga vida media en suero mediante el rescate de IgG a través de una via de reciclaje endocitico.

[0049] Varios grupos han descrito la importancia de las posiciones del indice de UE 330 y 331 en la unién a
complemento C1q y la posterior fijacién del complemento (Canfield y Morrison, J. Exp Med 173: 1483 (1991); Tao et
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al, J. Exp. Med. 178: 661 (1993)). Las sustituciones de aminoacidos en estas posiciones se introdujeron en Fc4 para
reducir la fijacién del complemento. EI dominio C13 de Fc4 es idéntico al encontrado en el polipéptido de tipo salvaje
correspondiente, excepto por el codén de parada, que se cambié de TGA a TAA para eliminar un sitio potencial de
metilacién madre cuando el ADN clonado crece en madre mas cepas de E. coli. En Fc5, el residuo de arginina en la
posicion del indice UE 218 es una lisina y el resto de la secuencia de Fc5 coincide con la descripcion anterior para
Fc4.

[0050] La presente memoria también incluye anticuerpos genéticamente alterados que son funcionalmente
equivalentes a los anticuerpos antes descritos. Se prefieren anticuerpos modificados que proporcionen una mejor
estabilidad y/o eficacia terapéutica. Como ejemplos de anticuerpos modificados, se incluyen los que tienen
substituciones conservadoras de residuos de aminoacido y una o mas deleciones o adiciones de aminoacidos que
no alteren significativamente de un modo deletéreo la utilidad de unién a antigeno. Las substituciones pueden variar
desde un cambio o modificacién de uno o mas residuos de aminoacido hasta un redisefio completo de una regién,
siempre que se mantenga la utilidad terapéutica. Los anticuerpos de la presente invenciéon pueden ser modificados
después de la traduccion (por ejemplo, acetilacion y fosforilacién) o pueden ser modificados sintéticamente (por
ejemplo, unién de un grupo marcador).

[0051] Los anticuerpos de la presente invencién pueden ser descritos o especificados en términos del epitopo o
epitopos o de la porcién porciones de un polipéptido de la presente invencién a los que reconocen o a los que se
unen especificamente. El epitopo o epitopos o la porcién porciones de polipéptido pueden ser especificados como
se describe en el presente documento, por ejemplo, por las posiciones N-terminales y C-terminales, o por el tamafio
en residuos de aminoacido contiguos. Los anticuerpos de la presente invencion pueden también ser descritos o
especificados en términos de su reactividad cruzada. Se incluyen anticuerpos que no se unen a cualquier otro
analogo, ortélogo u homadlogo de un polipéptido de la presente invencion.

[0052] EI "binning" epitdpico se refiere al uso de ensayos de unidén competitiva para identificar pares de anticuerpos
que son o no capaces de unirse a la proteina IL-21 simultaneamente, identificandose asi anticuerpos que se unen a
los mismos epitopos, o a epitopos solapantes, sobre la proteina. Se pueden usar entonces familias de anticuerpos (o
"bins") que tienen la misma especificidad de unién o solapante para ayudar a definir epitopos especificos sobre la IL-
21. Los experimentos de binning epitopico proporcionan evidencia de que hay presencia de epitopos
antigénicamente distintos. Sin embargo, por si mismos no identifican, o "mapean” el epitopo en una secuencia de
aminoacidos o localizacion especifica sobre la molécula de la proteina IL-21.

[0053] Se puede evaluar la competicion por la unién para cualquier par de anticuerpos o fragmentos. Por ejemplo,
utilizando los reactivos de deteccién apropiados, se puede comparar la especificidad de unién de anticuerpos o
fragmentos de unién de cualquier especie/fuente con la especificidad de unién de los anticuerpos monoclonales
divulgados en el presente documento. Se puede realizar el binning epitopico con "anticuerpos aislados" o con
sobrenadantes de cultivos celulares. Frecuentemente, se realiza el binning con sobrenadantes clonales de primera
ronda para guiar la eleccién de los clones que se seguiran desarrollando. Los anticuerpos que deberan ser
comparados deben tener dominios de unién a antigeno substancialmente homogéneos. En el caso de anticuerpos
"biespecificos" o "bifuncionales"”, la especificidad de unién de los dos diferentes sitios de unién necesita ser evaluada
o "binned" independientemente.

[0054] La presente invencion incluye anticuerpos especificos de ligando, tal como se define en las reivindicaciones.
Ademas de para la unidon competitiva de anticuerpos, el binning epitdpico puede ser también utilizado para identificar
anticuerpos para un receptor o para un ligando que interfieren competitivamente con la unién de un ligando a su
receptor o la actividad de su receptor mediada por ligando. Con frecuencia, se pueden correlacionar las propiedades
favorables de una familia (o bin) de anticuerpos con una unién a un epitopo especifico definido por el bin epitépico.

[0055] Los experimentos de unidén competitiva no miden directamente la afinidad de unién; sin embargo, los
anticuerpos que han de ser estudiados deben unirse con suficiente potencia para actuar como competidores. En
general, se disefian las condiciones experimentales para minimizar los efectos de las diferencias en la afinidad de
union.

[0056] Los anticuerpos anti-IL-21 pueden ser también utiles en ensayos diagnosticos para la proteina IL-21, por
ejemplo, detectando su expresion en células o tejidos especificos o en suero. Se pueden usar anticuerpos asignados
a diferentes bins y capaces de unirse a diferentes porciones inmunogénicas, o epitopos, de IL-21 como reactivos
para ensayos en sandwich. En un ensayo en sandwich, el analito de la muestra de ensayo es capturado por un
primer anticuerpo que esta inmovilizado sobre un vehiculo sélido y se detecta después mediante un segundo
anticuerpo que también se une al analito, formando asi un complejo insoluble de tres partes. Véase, por ejemplo, la
Patente de Estados Unidos N° 4.376.110. El segundo anticuerpo puede a su vez estar marcado con un resto
detectable (ensayos directos en sandwich) o puede ser medido usando un anticuerpo antiinmunoglobulina que esta
marcado con un resto detectable (ensayo indirecto en sandwich). Por ejemplo, un tipo de ensayo en sandwich es un
ensayo ELISA, en cuyo caso el resto detectable es una enzima.

[0057] Los anticuerpos de la presente invencion pueden ser estudiados en cuanto a unién especifica por cualquier
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método conocido en la técnica. Se pueden usar muchos formatos de ensayo de uniéon competitiva diferentes para el
binning epitdépico. Como inmunoensayos que se pueden utilizar, se incluyen, aunque sin limitacién, sistemas de
ensayo competitivos y no competitivos que utilizan técnicas tales como transferencia Western, radioinmunoensayos,
ELISA (ensayo inmunosorbente ligado a enzimas) , inmunoensayos "en sandwich", ensayos de inmunoprecipitacion,
reacciones de precipitinas, reacciones de precipitinas por difusidon en gel, ensayos de inmunodifusion, ensayos de
aglutinacion, ensayos de fijacion del complemento, ensayos inmunorradiométricos, inmunoensayos fluorescentes o
inmunoensayos con proteina A, por nombrar sélo unos cuantos. Dichos ensayos son rutinarios y son bien conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel y col., eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John
Wiley & Sons, Inc., New York). Se describen brevemente inmunoensayos ejemplares a continuacién (pero no se
pretende que sean limitativos). Adicionalmente, se puede realizar un ensayo rutinario de bloqueo cruzado, tal como
el descrito en Antibodies, A Laborator y Manual, Cold Spring Harbor Laborator y , Ed. Harlow and David Lane (1988).

[0058] EI BIACORE® (GE Healthcare, Piscataway, NJ) es solo uno de varios formatos de ensayo rutinariamente
utilizados para determinar los epitopos de paneles de bins de anticuerpos monoclonales. Muchas referencias (por
ejemplo, The Epitope Mapping Protocols, Methods in Molecular Biology, Volumen 6.6, Glenn E. Morris ed.) describen
métodos alternativos que podrian ser utilizados para el binning de anticuerpos y se esperaria que proporcionaran
idéntica informacién en cuanto a la especificidad de unién de los anticuerpos a la proteina IL-21. Al utilizar el sistema
BIACORE®, se realizan experimentos de binning epitépico con antigeno nativo soluble. Se pueden realizar estudios
de binning epitépico en un sistema BIACORE1000® (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Se puede usar el programa
BlAlogue® v. 1.2 para programar los métodos de operacion. En caso de utilizar el BIACORE® para el binning de
anticuerpos monoclonales de raton producidos frente a IL-21, se puede inmovilizar covalentemente anticuerpo Fc de
IgG de cabra antirratén policlonal (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA) en un chip sensor
BIACORE® CM5 vy utilizarlo para unir (capturar) el anticuerpo monoclonal primario de series de ensayo al chip. Los
sitios de unién de Fc inocupados sobre el chip son entonces bloqueados usando un fragmento Fc de IgG policlonal
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA). A continuacién, se inyecta proteina IL-21 y se deja que
se una especificamente al anticuerpo monoclonal primario capturado. El instrumento BIACORE® mide la masa de
proteina unida al chip sensor, y se puede verificar la unién tanto del anticuerpo primario como del antigeno 1L-21
para cada ciclo. Tras la unién del anticuerpo primario y del antigeno al chip, se inyecta anticuerpo secundario soluble
y se deja que se una al antigeno preunido. Si el anticuerpo monoclonal secundario es capaz de unirse al antigeno
IL-21 simultaneamente al anticuerpo monoclonal primario, se detecta su unién mediante el BIACORE®. Si, sin
embargo, el anticuerpo monoclonal secundario no es capaz de unirse al antigeno IL-21 simultaneamente al
anticuerpo monoclonal primario, no se detecta ninguna unién adicional. Cada anticuerpo monoclonal es estudiado
frente a si mismo como control negativo para establecer el nivel de la sefial de fondo (ausencia de unién).

[0059] También se puede usar un formato de ELISA competitivo libre de marcaje ("LFC-ELISA") para el binning de
anticuerpos. Este método esta descrito por Nagata y col., J. Immuno Methods 292: 141-155, 2004. Este método para
el binning epitdpico utilizaba IL-21 biotinilada. Para el caso del binning de anticuerpos monoclonales de ratén
producidos frente a IL-21, se revisten placas de microtitulacion a razén de 100 pl/pocillo con 1 pg/ml de un
anticuerpo especifico Fc-I* de IgG de cabra antirratén (Jackson ImmunoResearch) diluido en ELISA B (PBS, Tween
20 al 0,1 %, BSA al 1 %) . Después de la union de este anticuerpo de revestimiento durante 3 horas a temperatura
ambiente, se diluye cada medio acondicionado que contiene mAb en ELISA B para obtener una concentracién
aproximada de mAb de 0,5 ug/ml, y se deja unir a las placas revestidas con IgG de cabra antirratén durante la noche
a 4° C (mAb#1) . Paralelamente, se diluyen un segundo conjunto de medios acondicionados (mAb#2) en tubos de
ensayo de poliestireno hasta aproximadamente 0,5 pg/ml de mAb en ELISA B, se mezclan con 50 ng/ml de antigeno
IL-21 biotinilado y se incuban durante la noche a 4°C. Tras la incubacion de mAb#1 con el anticuerpo de
revestimiento, se bloquean las placas con un anticuerpo no relacionado para saturar los sitios de unién no ocupados
en la placa. Se afaden las mezclas mAb#2-biotina-IL-21 a la placa y se deja que se unan. Como control para (no
competicién) en el ensayo, se afiaden directamente 50 ng/ml de IL-21 biotinilada (sin preincubacion con mAb#2) a
los pocillos que contienen mAb#1 inmovilizado. Después de incubar con el complejo IL-21 biotinilada-mAb#2, se
afiade estreptavidina-HRP (Pierce, Rockford, IL) a la placa a 0,5 yg/ml. Se revelan las placas con substrato TMB
(BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) y se mide la absorbancia de los pocillos individuales a 450 nm con un lector
de placas (Molecular Devices SpectraMax®340, Sunnyvale, CA). Si mAb#1 se une a un epitopo diferente de mAb#2,
el complejo biotina-IL-21-mAb#2 se unira a la placa, para dar como resultado una elevada lectura de absorbancia. Si
mAb#1 se une al mismo epitopo que mAb#2, el complejo biotina-IL-21-MAb#2 no se unira a la placa, lo que dara
como resultado una baja lectura de absorbancia.

[0060] Los anticuerpos especificos de ligando de la presente invencion, tal como se define en las reivindicaciones,
se pueden unir simplemente a o actuar como antagonistas de IL-21. La presente memoria incluye anticuerpos que
no alteran las interacciones receptor/ligando de IL-21 o alteran las interacciones receptor/ligando de IL-21 parcial o
totalmente. La invencidn incluye anticuerpos especificos de ligando que previenen la activacion de los receptores. La
invencion incluye anticuerpos neutralizantes que se unen al ligando y previenen la unién del ligando al receptor, asi
como anticuerpos que se unen al ligando, evitando asi la activacién del receptor, pero que no evitan que el ligando
se una al receptor. La activaciéon del receptor (es decir, la sefalizacion) puede ser determinada por técnicas
descritas en el presente documento o por lo demas conocidas en este campo. Por ejemplo, la activacién del receptor
puede ser determinada detectando la fosforilacion (por ejemplo, tirosina o serina/treonina) del receptor o de su
substrato por inmunoprecipitacion seguida de transferencia Western o analisis basado en luminex (por ejemplo,
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como se ha descrito anteriormente). En realizaciones especificas, se proporcionan anticuerpos que inhiben la
actividad del ligando o del receptor en al menos un 90 %, al menos un 80 %, al menos un 70 %, al menos un 60 % o
al menos un 50 % de la actividad en ausencia del anticuerpo.

Produccion de anticuerpos anti-1L-21

[0061] Los anticuerpos para IL-21 se pueden generar, por ejemplo, utilizando proteina que es el producto de un
vector de expresion de IL-21 o IL-21 aislado de una fuente natural como un antigeno. Los anticuerpos anti-IL-21 de
la presente invencién "se unen especificamente" a la IL-21. Los anticuerpos se considera que se unen
especificamente si los anticuerpos exhiben al menos una de las dos propiedades siguientes: (1) anticuerpos se unen
a IL-21 con un nivel umbral de actividad de unién, y (2) los anticuerpos reaccionan de forma cruzada de forma
significativa con los polipéptidos relacionados con IL-21. Los polipéptidos relacionados podrian incluir los de otros
miembros de las citoquinas de tipo 1 que se unen a receptores que contienen la cadena gamma comun (yc), tales
como IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15.

[0062] Con respecto a la primera caracteristica, los anticuerpos se unen especificamente si se unen a un polipéptido,
péptido o epitopo de IL-21, con una afinidad de unién como se refleja en las constantes de afinidad medidas. Para
determinar las caracteristicas de afinidad, se evaluaron las mediciones de las constantes de velocidad cinética, las
constantes de equilibrio de asociacion, y constantes de equilibrio de disociacién para la interaccién de antagonistas
de IL-21 con el antl’geno de IL-21 a través de resonancia de plasmoén superficial. La constante de velocidad de
asociacion (Ka (M'1s' )) es un valor que refleja la velocidad de la formacién del complejo antigeno-antagonista. La
constante de velocidad de disociacion (kg (s'1)) es un valor que refleja la estabilidad de este complejo. La afinidad de
unioén en equilibrio se expresa tipicamente como una constante de equilibrio de disociacién (Kp(M)) o una constante
asociacion de equilibrio (Ka (M'1)). Kb se obtiene dividiendo la constante de velocidad de disociacion por la constante
de velocidad de asociacion (kd/ka), mientras que Ka se obtiene dividiendo la constante de velocidad asociacion por la
constante de velocidad de disociacion (ka/kq). Los antagonistas con Kp similar (o una Ka similar) pueden tener
constantes de velocidad de asociacion y disociacion muy variables. En consecuencia, la medicion de la ka y kq, asi
como de Ka 0 Kp ayuda a describir mas de forma exclusiva la afinidad de la interaccién antagonista-antigeno. La
afinidad preferida de un anticuerpo se refleja en una Ka gconstante de equilibrio de asociacion) de 10° M" o mayor,
preferiblemente 10'M" o mayor, mas preferiblemente 10 Mo mayor, y lo més preferiblemente 10°M" o mayor. La
afinidad de unién de un anticuerpo puede ser determinada facilmente por un experto ordinario en la técnica, por
ejemplo, por analisis Scatchard (Scatchard, Ann NY Acad Sci 51: 660, 1949), o utilizando un instrumento biosensor
disponible comercialmente. Con respecto a la segunda caracteristica, los anticuerpos que no reaccionan de forma
cruzada significativamente con moléculas de polipéptidos relacionados, por ejemplo, si detectan IL-21, pero no otros
polipéptidos conocidos usando un analisis de transferencia Western estandar o ELISA de captura. Los ejemplos de
polipéptidos relacionados conocidos incluyen miembros de la familia IL-2 a la que pertenece IL-21 (por ejemplo, IL-2,
IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15).

[0063] Se pueden producir anticuerpos anti-IL-21 usando péptidos y polipéptidos portadores portadores de epitopos
de IL-21 antigénicos. Los anticuerpos de la presente invencion se unen a péptidos y polipéptidos portadores de
epitopos antigénicos que contienen una secuencia de al menos nueve, o de entre 15 y aproximadamente 30,
aminoacidos contenidos en el SEQ ID NO: 2 u otra secuencia de aminoacidos divulgada en el presente documento.
Sin embargo, los péptidos o polipéptidos que comprendan una porcién mayor de una secuencia de aminoacidos de
que contenga de 30 a 50 aminoacidos, o cualquier longitud hasta, e inclusive, la totalidad de la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido, son también utiles para inducir anticuerpos que se unan a IL-21. Es deseable
seleccionar la secuencia de aminoacidos del péptido portador de epitopo de manera que proporcione una solubilidad
substancial en disolventes acuosos (es decir, que la secuencia incluye residuos relativamente hidrofilicos, mientras
que normalmente se evitan los residuos hidrofébicos). Ademas, también pueden ser deseables secuencias de
aminoacidos que contengan residuos de prolina para la produccion de anticuerpos.

[0064] Se pueden generar anticuerpos anti-IL-21 monoclonales por métodos conocidos para los expertos en la
técnica. Se pueden obtener anticuerpos monoclonales de roedores para antigenos especificos por métodos
conocidos (véanse, por ejemplo, Kohler y col., Nature 256: 495 (1975) , Coligan y col. (eds.) , Current Protocols in
Immunology, Vol. 1, paginas 2.5.1-2.6.7 (John Wiley & Sons 1991) ["Coligan"], Picksley y col., "Production of
monoclonal antibodies against proteins expressed in E. coli", en DNA Cloning 2: Expression Systems, 22 Edicion,
Glover y col. (eds.) , pagina 93 (Oxford University Press 1995)) .

[0065] Los anticuerpos de la invencion pueden ser producidos por cualquier método conocido en la técnica para la
sintesis de anticuerpos, en particular, por sintesis quimica, o preferentemente, por técnicas de expresion
recombinante. La expresion recombinante de un anticuerpo de la invencién, o de un fragmento, derivado o analogo
del mismo, por ejemplo, una cadena pesada o ligera de un anticuerpo de la invencion, requiere la construccion de un
vector de expresién que contenga un polinucleétido que codifique el anticuerpo. Una vez obtenido un polinucleétido
codificante de una molécula de anticuerpo o de una cadena pesada o ligera de un anticuerpo, o de una porcion del
mismo (preferentemente que contenga el dominio variable de cadena pesada o ligera) de la invencion, se puede
producir el vector para la produccion de la molécula de anticuerpo por tecnologia de ADN recombinante usando
técnicas bien conocidas en este campo. Asi, se describen en el presente documento métodos para preparar una
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proteina expresando un polinucleétido que contiene una secuencia nucleotidica codificante de un anticuerpo. Se
pueden usar métodos que son bien conocidos para los expertos en la técnica para construir vectores de expresion
que contienen secuencias codificantes de anticuerpos y sefiales de control de la transcripcién y de la traduccién
apropiadas. Estos métodos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y
recombinacién genética in vivo. La invencion, por lo tanto, proporciona vectores replicables que comprenden una
secuencia nucleotidica codificante de una molécula de anticuerpo de la invencion, o de una cadena pesada o ligera
del mismo, o de un dominio variable de cadena pesada o ligera, operativamente unida a un promotor. Dichos
vectores pueden incluir la secuencia nucleotidica codificante de la regién constante de la molécula de anticuerpo
(véanse, por ejemplo, la Publicacién PCT WO 86/05807, la Publicacion PCT WO 89/01036 y la Patente EE.UU. N°
5.122.464), y se puede clonar el dominio variable del anticuerpo en dicho vector para expresion de la totalidad de la
cadena pesada o ligera.

[0066] Se transfiere el vector de expresion a una célula huésped por técnicas convencionales y se cultivan entonces
las células transfectadas por técnicas convencionales para producir un anticuerpo de la invencién. Asi, la invencién
incluye células huésped que contienen un polinucleétido codificante de un anticuerpo la invencion, o de una cadena
pesada o ligera del mismo, operativamente unido a un promotor heterélogo. En realizaciones preferidas para la
expresion de anticuerpos de doble cadena, se pueden coexpresar vectores codificantes de las cadenas tanto
pesadas como ligeras en la célula huésped para la expresién de toda la molécula de inmunoglobulina, como se
detalla a continuacion.

[0067] Se pueden utilizar varios sistemas huésped-vector de expresiéon para expresar las moléculas de anticuerpos
de la invencion. Dichos sistemas huésped-vector de expresion representan vehiculos mediante los cuales se pueden
producir y posteriormente purificar las secuencias codificantes de interés, pero también representan células que,
cuando se transforman o transfectan con las secuencias codificantes nucleotidicas apropiadas, pueden expresar una
molécula de anticuerpo de la invencién in situ. Estos incluyen, aunque sin limitacion, microorganismos tales como
bacterias (por ejemplo, E. coli, B. subtilis) transformadas con vectores de expresion de ADN de bacteriéfago, ADN de
plasmido o ADN de cdésmido recombinante que contienen secuencias codificantes de anticuerpos; levaduras (por
ejemplo, Saccharomyces, Pichia) transformadas con vectores de expresién de levaduras recombinantes que
contienen secuencias codificantes de anticuerpos; sistemas de células de insectos infectados con vectores de
expresion de virus recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que contienen secuencias codificantes de anticuerpos;
sistemas de células de plantas infectados con vectores de expresion de virus recombinantes (por ejemplo, virus del
mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformados con vectores de expresion de
plasmidos recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti) que contienen secuencias codificantes de anticuerpos; o
sistemas de células de mamiferos (por ejemplo, células COS, CHO, BHK, 293, 3T3) que albergan construcciones de
expresion recombinantes que contienen promotores derivados del genoma de células de mamiferos (por ejemplo,
promotor de metalotioneina) o de virus de mamiferos (por ejemplo, MPSV, CMV, el promotor tardio de adenovirus, el
promotor 7.5K del virus de la vaccinia). Preferentemente, se usan células bacterianas, tales como Escherichia coli, y
mas preferentemente células eucaridticas, especialmente para la expresion de moléculas de anticuerpo
recombinantes completas, para la expresion de una molécula de anticuerpo recombinante. Por ejemplo, células de
mamifero tales como las células de ovario de hamster chino (CHO) , conjuntamente con un vector, tal como el
elemento promotor del gen precoz intermedio mayor del citomegalovirus humano, el potenciador de CMV o el
promotor de MPSV, son un sistema de expresion efectivo para anticuerpos (Foecking y col., 1986, Gene 45: 101;
Cockett y col., 1990, Bio/Technology 8:2).

[0068] En sistemas bacterianos, se pueden seleccionar ventajosamente una serie de vectores de expresion
dependiendo del uso al que se destine la molécula de anticuerpo que esta siendo expresada. Por ejemplo, cuando
se ha de producir una gran cantidad de dicha proteina para generar composiciones farmacéuticas de una molécula
de anticuerpo, pueden ser deseables vectores que dirijan la expresion de grandes niveles de productos de proteinas
de fusidn que sean facilmente purificados. Dichos vectores incluyen, aunque sin limitacion, el vector de expresion en
E. coli pUR278 (Ruther y col., 1983, EMBO J. 2: 1791), en el que se puede ligar individualmente la secuencia
codificante del anticuerpo al vector en marco con la regién codificante lac Z, de tal forma que se produce una
proteina de fusidn; los vectores pIN (Inouye & Inouye, Nucleic Acids Res. 13: 3101-3109, 1985; Van Heeke &
Schuster, J. Biol. Chem. 24: 5503-5509, 1989); y similares. También se pueden usar los vectores pGEX para
expresar polipéptidos extrafios como proteinas de fusién con la glutation S-transferasa (GST). En general, dichas
proteinas de fusion son solubles y pueden ser facilmente purificadas a partir de células lisadas por adsorcién y union
a una matriz de glutation-perlas de agarosa, seguido de elucidon en presencia de glutatién libre. Los vectores pGEX
estan disefiados para incluir sitios de escisién de proteasas de trombina o factor Xa, de tal forma que el producto
génico diana clonado puede liberarse del resto GST.

[0069] En un sistema de insectos, se usa el virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como
vector para expresar genes extrafios. El virus crece en células de Spodoptera frugiperda. Se puede clonar la
secuencia codificante del anticuerpo individualmente en regiones no esenciales (por ejemplo, el gen de la poliedrina)
del virus y ponerla bajo el control de un promotor AcNPV (por ejemplo, el promotor de la poliedrina).

[0070] En células huésped de mamiferos, se pueden utilizar una serie de sistemas de expresion basados en virus.
En casos en los que se utiliza un adenovirus como vector de expresion, se puede ligar la secuencia codificante del
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anticuerpo de interés con un complejo de control de la transcripcidn/traduccién de adenovirus, por ejemplo, la
secuencia del promotor tardio y del lider tripartito. Este gen quimérico puede a continuacién ser insertado en el
genoma del adenovirus por recombinacion in vitro o in vivo. La insercién en una regiéon no esencial del genoma virico
(por ejemplo, region E1 o E3) dara lugar a un virus recombinante viable y capaz de expresar la molécula de
anticuerpo en hospedadores infectados (por ejemplo, véase Logan & Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 355-359,
1984). También pueden ser necesarias sefiales de iniciacion especificas para la traduccion eficaz de las secuencias
codificantes de anticuerpo insertadas. Estas sefiales incluyen el codén de iniciacion ATG y secuencias adyacentes.
Ademas, el codon de iniciacion debe estar en fase con el marco de lectura de la secuencia codificante deseada para
asegurar la traduccion de toda la insercion. Estas sefiales de control de la traduccion exdgenas y estos codones de
iniciacién pueden ser de varios origenes, tanto naturales como sintéticos. Se puede aumentar la eficacia de la
expresion mediante la inclusion de elementos potenciadores de la transcripcion, finalizadores de la transcripcion, etc.
apropiados (véase Bittner y col., Methods in Enzymol. 153: 51-544, 1987).

[0071] Ademds, se puede seleccionar una cepa de células huésped que module la expresion de las secuencias
insertadas, o que modifique y procese el producto génico en la forma especifica deseada. Dichas modificaciones
(por ejemplo, glicosilacidn) y procesamiento (por ejemplo, escision) de productos proteicos pueden ser importantes
para la funcién de la proteina. Diferentes células huésped tienen caracteristicas y mecanismos especificos para el
procesamiento y la modificacion posteriores a la traduccion de proteinas y productos génicos. Se pueden
seleccionar lineas celulares o sistemas hospedadores apropiados para asegurar la modificacion y el procesamiento
correctos de la proteina extrafia expresada. Con este fin, se pueden usar células huésped eucariéticas que posean
la maquinaria celular para el apropiado procesamiento del transcripto primario, la glicosilacion y la fosforilacion del
producto génico. Dichas células huésped de mamiferos incluyen, aunque sin limitacién, CHO, VERO, BHK, Hela,
COS, MDCK, 293, 3T3, WI38 vy, en particular, lineas celulares de cancer de mama, tales como, por ejemplo, BT483,
Hs578T, HTB2, BT20 y T47D, y lineas celulares de glandula mamaria normal, tales como, por ejemplo, CRL7030 y
Hs578Bst.

[0072] Para la produccion de alto rendimiento a largo plazo de proteinas recombinantes, se prefiere la expresion
estable. Por ejemplo, se pueden someter a ingenieria lineas celulares que expresen de manera estable la molécula
de anticuerpo. Mas que utilizar vectores de expresion que contengan origenes de replicacion viricos, las células
huésped pueden ser transformadas con ADN controlado por elementos de control de la expresién apropiados (por
ejemplo, promotor, potenciador, secuencias, finalizadores de la transcripcion, sitios de poliadenilacién, etc.) y un
marcador seleccionable. Después de la introduccién del ADN extrafo, se puede dejar que las células sometidas a
ingenieria crezcan durante 1-2 dias en un medio enriquecido y se las cambia a continuacion a un medio selectivo. El
marcador seleccionable en el plasmido recombinante confiere resistencia a la seleccién y permite a las células
integrar de manera estable el plasmido en sus cromosomas y crecer para formar focos, los cuales, a su vez, pueden
ser clonados y expandidos en lineas celulares. Este método puede ser ventajosamente utilizado para someter a
ingenieria lineas celulares que expresan la molécula de anticuerpo. Dichas lineas celulares sometidas a ingenieria
pueden ser particularmente utiles en el cribado y la evaluacion de compuestos que interaccionan directa o
indirectamente con la molécula de anticuerpo.

[0073] Se pueden usar una serie de sistemas de seleccion, incluyendo, aunque sin limitacién, los genes de la
timidina kinasa del virus Herpes simplex (Wigler y col.,, Cell 11: 223, 1977), de la hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (Szybalska & Szybalski, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48: 202, 1992) y de la adenina
fosforribosiltransferasa (Lowy y col., Cell 22: 817, 1980), que pueden ser empleados en células tk, hgprt o aprt,
respectivamente. Ademas, se puede usar la resistencia antimetabolitos como base de seleccidn para los siguientes
genes: dhfr, que confiere resistencia al metotrexato (Wigler y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 357, 1980; O’'Hare
y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1527, 1981); gpt, que confiere resistencia al acido micofendlico (Mulligan &
Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 2072, 1981); neo, que confiere resistencia al aminoglicésido G-418 (Wu y Wu,
Biotherapy 3: 87-95, 1991; Tolstoshev, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32: 573-596, 1993; Mulligan, Science 260:
926-932, 1993; y Morgan y Anderson, Ann. Rev. Biochem. 62: 191-217, 1993; TIB TECH 11 (5): 155-215), mayo de
1993; e hygro, que confiere resistencia a la higromicina (Santerre y col., Gene 30: 147, 1984) . Se describen
métodos comunmente conocidos en la técnica de la tecnologia del ADN recombinante que pueden ser utilizados en
Ausubel y col. (eds.) , 1993, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY; en Kriegler, 1990, Gene
Transfer and Expression, A Laborator y Manual, Stockton Press, NY; y en los Capitulos 12 y 13, Dracopoli y col.
(eds) , 1994, Current Protocols in Human Genetics, John Wiley & Sons, NY.; Colberre-Garapin y col., J. Mol. Biol.
150: 1, 1981.

[0074] Se pueden aumentar los niveles de expresion de una molécula de anticuerpo por amplificacion de vectores
(para una revision, véase Bebbington y Hentschel, The use of vectors based on gene amplification for the expression
of cloned genes in mammalian cells in DNA cloning, Vol. 3. (Academic Press, New York, 1987)) . Cuando un
marcador en el sistema vector que expresa anticuerpo es amplificable, el aumento en el nivel de inhibidor presente
en el cultivo de la célula huésped aumentara el niumero de copias del gen marcador. Como la regién amplificada
esta asociada con el gen de anticuerpo, también aumentara la produccion del anticuerpo (Crouse y col., Mol. Cell.
Biol. 3: 257, 1983).

[0075] La célula huésped puede ser cotransfectada con dos vectores de expresion, codificando el primer vector un
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polipéptido derivado de cadena pesada y codificando el segundo vector un polipéptido derivado de cadena ligera.
Los dos vectores pueden contener marcadores seleccionables idénticos que permitan igual expresion de los
polipéptidos de cadena pesada y ligera. Alternativamente, se puede usar un solo vector que codifique ambos
polipéptidos de cadena pesada y ligera. En tales situaciones, la cadena ligera deberia situarse antes de la cadena
pesada para evitar un exceso de cadena pesada libre téxica (Proudfoot, Nature 322: 52, 1986; Kohler, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77: 2197, 1980). Las secuencias codificantes para las cadenas pesadas y ligeras pueden
comprender ADNc o ADN gendmico.

[0076] Una vez se ha expresado recombinantemente una molécula de anticuerpo de la invencién, ésta puede ser
purificada por cualquier método conocido en la técnica para la purificacion de una molécula de inmunoglobulina, por
ejemplo, por cromatografia (por ejemplo, cromatografia columna de intercambio idnico, de afinidad, particularmente
por afinidad para el antigeno especifico tras Proteina A, y de exclusion por tamafio), centrifugacion, solubilidad
diferencial o cualquier otra técnica estandar para la purificacion de proteinas.

[0077] Para usos particulares, puede ser deseable preparar fragmentos de anticuerpos anti-IL-21. Dichos fragmentos
de anticuerpo pueden ser obtenidos, por ejemplo, por hidrélisis proteolitica del anticuerpo. Se pueden obtener
fragmentos de anticuerpo por digestion con pepsina o papaina de anticuerpos completos por métodos
convencionales. Como ilustraciéon, se pueden producir fragmentos de anticuerpo por escisidon enzimatica de
anticuerpos con pepsina, para obtener un fragmento 5S denominado F (aba?) 2. Se puede volver a escindir este
fragmento usando un agente reductor tiol, para producir fragmentos monovalentes Fab' 3, 5S. Eventualmente, la
reaccion de escision puede ser llevada a cabo usando un grupo bloqueante para los grupos sulfhidrilo que resultan
de la escisiéon de uniones disulfuro. Como alternativa, una escisién enzimatica usando pepsina produce dos
fragmentos Fab monovalentes y un fragmento Fc directamente. Estos métodos estan descritos, por ejemplo, por
Goldenberg, Patente EE.UU. N° 4.331.647; Nisonoff y col., Arch Biochem. Biophys. 89: 230, 1960; Porter, Biochem.
J. 73: 119, 1959; Edelman y col., Methods in Enzymology Vol. 1, pagina 422 (Academic Press 1967), y Coligan, en
las paginas 2.8.1-2.8.10 y 2.10. 2.10.4.

[0078] Se pueden usar también otros métodos de escision de anticuerpos, tales como la separacién de las cadenas
pesadas para formar fragmentos de cadena ligera-pesada monovalentes, una mayor escision de fragmentos u otras
técnicas enzimaticas, quimicas o genéticas, siempre que los fragmentos se unan al antigeno reconocido por el
anticuerpo intacto.

[0079] Por ejemplo, los fragmentos Fv comprenden una asociacion de cadenas VH y VL. Esta asociacion puede ser
no covalente, como describen Inbar y col., Proc. Nata?l Acad. Sci. USA 69: 2659, 1972. Alternativamente, se pueden
unir las cadenas variables por un enlace disulfuro intermolecular o entrecruzar mediante agentes quimicos, tales
como el glutaraldehido (véase, por ejemplo, Sandhu, Crit. Rev. Biotech. 12: 437, 1992).

[0080] Los fragmentos Fv pueden comprender cadenas VH y VL que se conectan por un conector peptidico. Estas
proteinas de union a antigeno de una sola cadena (scFv) son preparadas construyendo un gen estructural que
comprende secuencias de ADN codificantes de los dominios VH y VL que se conectan mediante un oligonucleétido.
El gen estructural es insertado en un vector de expresién, que se introduce posteriormente en una célula huésped,
tal como E. coli. Las células huésped recombinantes sintetizan una sola cadena polipeptidica con un péptido
conector que hace puente entre los dos dominios V. Se describen métodos para producir scFv, por ejemplo, en
Whitlow y col., Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2: 97 (1991) (véanse también Bird y col., Science
242: 423, 1988; Ladner y col., Patente EE.UU. N° 4.946.778; Pack y col., Bio/Technology 11: 1271, 1993, y Sandhu,
antes citado).

[0081] Es también posible construir marcos alternativos utilizando una coleccion de proteinas monoméricas para
formar un dominio monomérico. Estos dominios monoméricos pueden ser lo suficientemente pequefios como para
penetrar en los tejidos. Los dominios monoméricos pueden ser variantes naturales o no naturales o una combinacion
de las mismas. Los dominios monoméricos pueden formar multimeros de dos dominios mas. El dominio monomérico
se une a una posicién, de manera analoga a los epitopos descritos en el presente documento, sobre una molécula
diana. En algunos casos, el multimero puede formarse a partir de varios dominios monoméricos. (Véanse, por
ejemplo, la Solicitud de Patente EE.UU. 2004-0132028 y la Solicitud de Patente EE.UU. 2006-0177831).

[0082] Los anticuerpos de la presente invencion (tal como se define en las reivindicaciones) incluyen derivados que
estan modificados, a saber, mediante la unién covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo de tal forma que
la unién covalente no impida que el anticuerpo se una a IL-21 o bloquee la activacion del receptor. Por ejemplo,
aunque no a modo de limitacion, los derivados de anticuerpos incluyen anticuerpos que han sido modificados, por
ejemplo, por glicosilacion, acetilacion, pegilacidn, fosfilacion, amidacién, derivatizacion mediante grupos
protectores/bloqueantes conocidos, escision proteolitica, unién a un ligando celular o a otra proteina, etc. Se puede
realizar cualquiera de numerosas modificaciones quimicas por técnicas conocidas, incluyendo, aunque sin limitacion,
escisién quimica especifica, acetilacion, formilacion, sintesis metabdlica de tunicamicina, etc. Adicionalmente, el
derivado puede contener uno 0 mas aminoacidos no clasicos.

[0083] Se puede conjugar un anticuerpo anti-IL-21 con un marcaje detectable para formar un inmunoconjugado anti-
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IL-21. Como marcajes detectables adecuados, se incluyen, por ejemplo, un radioisétopo, un marcaje fluorescente,
un marcaje quimioluminiscente, un marcaje enzimatico, un marcaje bioluminiscente u oro coloidal. Los métodos de
preparacion y deteccion de dichos inmunoconjugados detectablemente marcados son bien conocidos para quienes
tienen conocimientos ordinarios en la técnica y se describen con mas detalle a continuacion. El marcaje detectable
puede ser un radiois6topo gue se detecta por autorradiografia. Son isétopos particularmente utiles para los fines de
la presente invencién 3H, 12 l, 131I, %3 y “c.

[0084] Los inmunoconjugados anti-IL-21 pueden ser también marcados con un compuesto fluorescente. Se
determina la presencia de un anticuerpo fluorescentemente marcado exponiendo el inmunoprecipitado a luz de la
longitud de onda apropiada y detectando la fluorescencia resultante. Como compuestos marcadores fluorescentes,
se incluyen isotiocianato de fluoresceina, rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido, colorantes
Alexa, nanoparticulas fluroescnetes (por ejemplo, puntos Q) y fluorescamina.

[0085] Es también posible poder marcar los inmunoconjugados anti-IL-21 detectablemente copulando un
componente de anticuerpo con un compuesto quimioluminiscente. Se determina la presencia del inmunoconjugado
con marcaje quimioluminiscente detectando la presencia de luminiscencia que surge en el curso de una reaccién
quimica. Como ejemplos de compuestos marcadores quimioluminiscentes, se incluyen luminol, isoluminol, un éster
de acridinio aromatico, un imidazol, una sal de acridinio y un éster de oxalato.

[0086] De forma similar, se puede usar un compuesto bioluminescente para marcar los inmunoconjugados anti-1L-21.
La bioluminiscencia es un tipo de quimioluminiscencia que se encuentra en sistemas biolégicos, en donde una
proteina catalitica aumenta la eficacia de la reaccion quimioluminiscente. Se determina la presencia de una proteina
bioluminescente detectando la presencia de luminiscencia. Como compuestos bioluminescentes utiles para marcaje,
se incluyen luciferina, luciferasa y aecuorina.

[0087] Alternativamente, se pueden marcar detectablemente inmunoconjugados anti-IL-21 uniendo un componente
de anticuerpo anti-IL-21 a una enzima. Cuando se incuba el conjugado anti-IL-21-enzima en presencia del substrato
apropiado, el resto enzimatico reacciona con el substrato para producir un resto quimico que puede ser detectado,
por ejemplo, por medios espectrofotométricos, fluorométricos o visuales. Como ejemplos de enzimas que pueden ser
usadas para marcar detectablemente inmunoconjugados poliespecificos, se incluyen i2-galactosidasa, glucosa
oxidasa, peroxidasa y fosfatasa alcalina.

[0088] Los expertos en la técnica conoceran otros marcajes adecuados que pueden emplearse en el presente
documento. Se puede conseguir la unidon de restos marcadores a anticuerpos anti-lIL-21 usando técnicas estandar
conocidas en este campo. Se describe metodologia tipica en este sentido en Kennedy y col., Clin. Chim. Acta 70: 1,
1976; Schurs y col., Clin. Chim. Acta 81: 1, 1977; Shih y col., Inta?l J. Cancer 46: 1101, 1990; Stein y col., Cancer
Res. 50: 1330, 1990; y Coligan, antes citado.

[0089] Ademés, se pueden aumentar la conveniencia y la versatilidad de la deteccion inmunoquimica usando
anticuerpos anti-IL-21 que han sido conjugados con avidina, estreptavidina y biotina (véanse, por ejemplo, Wilchek y
col. (eds.) , "Avidin-Biotin Technology", Methods In Enzymology, Vol. 184 (Academic Press 1990) , y Bayer y col.,
"Immunochemical Applications of Avidin-Biotin Technology", en Methods in Molecular Biology, Vol. 10, Manson (ed.),
paginas 149-162 (The Humana Press, Inc. 1992).

[0090] Los métodos para realizar inmunoensayos estén bien establecidos. Véanse, por ejemplo, Cook y Self,
"Monoclonal Antibodies in Diagnostic Immunoassays", en Monoclonal Antibodies: Production, Engineering, and
Clinical Application, Ritter y Ladyman (eds.) , paginas 180-208, (Cambridge University Press, 1995) ; Perry , "The
Role of Monoclonal Antibodies in the Advancement of Immunoassay Technology", en Monoclonal Antibodies:
Principles and Applications, Birch and Lennox (eds.), paginas 107-120 (Wiley-Liss, Inc. 1995), y Diamandis,
Immunoassay (Academic Press, Inc. 1996).

[0091] Se pueden generar anticuerpos o fragmentos de los mismos con mayores vidas medias in vivo por técnicas
conocidas para los expertos en la materia. Por ejemplo, se pueden generar anticuerpos o fragmentos de los mismos
con mayores vidas medias in vivo modificando (por ejemplo, substituyendo, suprimiendo o afiadiendo) residuos de
aminoacido identificados como implicados en la interaccion entre el dominio Fc y el receptor FcRn (véanse, por
ejemplo, las Publicaciones Internacionales N° WO 97/34631 y WO 02/060919, incorporadas en el presente
documento como referencia en su totalidad). Se pueden generar anticuerpos o fragmentos de los mismos con
mayores vidas medias in vivo uniendo a dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos moléculas poliméricas,
tales como polietilenglicol (PEG) de alto peso molecular. Se puede unir el PEG a dichos anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos con o sin un conector multifuncional por conjugacion especifica de sitio del PEG al extremo N o C de
dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos o por medio de grupos épsilon-amino presentes en residuos de
lisina. Se utilizara derivatizacion de polimeros lineales o ramificados que dé lugar a una minima pérdida de actividad
bioldgica. El grado de conjugacion sera estrechamente monitorizado por SDS-PAGE y espectrometria de masas
para asegurar la apropiada conjugacion de moléculas de PEG con los anticuerpos. Se puede separar el PEG no
reaccionado de los conjugados anticuerpo-PEG por, por ejemplo, cromatografia de exclusiéon por tamafio o de
intercambio i6nico.
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Composiciones farmacéuticas

[0092] La presente memoria incluye ademas composiciones farmacéuticas, que comprenden un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y un polipéptido o anticuerpo descrito en el presente documento. La composicion
farmacéutica puede incluir agentes terapéuticos adicionales, incluyendo, aunque sin limitacién, agentes citotoxicos o
citotoxinas, por ejemplo, un agente citostatico o citocida, un agente terapéutico o un ion metalico radiactivo. Una
citotoxina o agente citotdxico incluye cualquier agente que sea nocivo para las células. Como ejemplos, se incluyen
paclitaxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopésido, tenopdsido, vincristina,
vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxiantracinodiona, mitoxantrona, mitramicina,
actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol y puromicina y
sus analogos u homoélogos. Como agentes terapéuticos, se incluyen, aunque sin limitacién, antimetabolitos (por
ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo decarbazina), agentes alquilantes
(por ejemplo, mecloretamina, tioepa clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida,
busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiaminoplatino (ll) (DDP) cisplatino),
antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina), antibiéticos (por ejemplo,
dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC)) y agentes antimitoticos
(por ejemplo, vincristina y vinblastina). Por ejemplo, la composiciéon farmacéutica puede incluir una proteina o
polipéptido que posea una actividad biolégica deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina, tal
como abrina, ricina A, exotoxina de Pseudomonas o toxina de la difteria; una proteina, tal como el factor de necrosis
tumoral, IFN-a, IFN-B, el factor de crecimiento de los nervios, el factor de crecimiento derivado de plaquetas, el
activador del plasmindgeno de los tejidos, un agente trombdtico o un agente antiangiogénico, por ejemplo,
angiostatina o endostatina; o modificadores de la respuesta bioldgica, tales como, por ejemplo, linfoquinas,
interleuquina-1 ("IL-1") , interleuquina-2 ("IL-2") , interleuquina-6 ("IL-6"), factor estimulante de las colonias de
granulocitos y macréfagos ("GM-CSF"), factor estimulante de las colonias de granulocitos ("G-CSF"), anticuerpos
disefiados para antagonizar modificadores de respuestas bioldgicas, otros anticuerpos, otras proteinas de fusion Fc
u otros factores de crecimiento.

[0093] Con fines de terapia, se administran moléculas de anticuerpo anti-IL.-21 y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable a un paciente en una cantidad terapéuticamente efectiva. Se dice que se administra una combinacién de
una molécula terapéutica de la presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable en una "cantidad
terapéuticamente efectiva" si la cantidad administrada es fisiologicamente significativa. Un agente es
fisiolégicamente significativo si su presencia da lugar a un cambio detectable en la fisiologia de un paciente receptor.
Por ejemplo, un agente usado para tratar la inflamacién es fisioldgicamente significativo si su presencia alivia la
respuesta inflamatoria.

[0094] Se han disefiado microesferas de polimeros degradables para mantener elevados niveles sistémicos de
proteinas terapéuticas. Se preparan las microesferas a partir de polimeros degradables, tales como poli (lactida-co-
glicolida) (PLG) , polianhidridos, poli (orto-ésteres) y polimeros de acetato de etilvinilo no biodegradables, en los que
las proteinas estan atrapadas en el polimero (Gombotz y Pettit, Bioconjugate Chem. 6: 332, 1995; Ranade, "Role of
Polymers in Drug Deliver", y en Drug Deliver y Systems, Ranade and Hollinger (eds.) , paginas 51-93 (CRC Press
1995); Roskos y Maskiewicz, "Degradable Controlled Release Systems Useful for Protein Deliver’, y en Protein
Deliver: Physical Systems, Sanders and Hendren (eds.), paginas 45-92 (Plenum Press 1997); Bartus y col., Science
281: 1161, 1998; Putney y Burke, Nature Biotechnology 16: 153, 1998; Putney, Curr. Opin. Chem. Biol. 2: 548,
1998). Las nanoesferas revestidas de polietilenglicol (PEG) pueden también proporcionar vehiculos para
administracion intravenosa de proteinas terapéuticas (véase, por ejemplo, Gref y col., Pharm. Biotechnol. 10: 167,
1997).

[0095] Otras formas de dosificacion pueden ser concebidas por los expertos en la técnica, como muestran, por
ejemplo, Ansel y Popovich, Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Deliver y Systems, 52 Edicion (Lea & Febiger
1990); Gennaro (ed.), Remington’s Pharmaceutical Sciences, 192 Edicion (Mack Publishing Company 1995) , y
Ranade y Hollinger, Drug Deliver y Systems (CRC Press 1996).

[0096] Las composiciones farmacéuticas pueden ser suministradas como un kit que comprende un envase que
contiene un anticuerpo anti-IL-21 neutralizante. Se pueden presentar los polipéptidos terapéuticos en forma de una
solucion inyectable para dosis Unica o multiple, o como un polvo estéril que sera reconstituido antes de su inyeccion.
Alternativamente, dicho kit puede incluir un dispersor de polvo seco, un generador de aerosol liquido o un
nebulizador para la administracién de un polipéptido terapéutico. Dicho kit puede ademas incluir informacion escrita
sobre las indicaciones y el uso de la composicién farmacéutica.

[0097] Una composicion farmacéutica que contiene anticuerpos anti-IL-21 puede ser presentada en forma liquida, en
un aerosol o en forma soélida. Las formas liquidas son ilustradas mediante soluciones inyectables, aerosoles, gotitas,
soluciones topolégicas y suspensiones orales. Como ejemplos de formas sdlidas, se incluyen capsulas, comprimidos
y formas de liberacion controlada. Esta ultima forma es ilustrada mediante bombas miniosmoticas e implantes
(Bremer y col., Pharm. Biotechnol. 10: 239, 1997; Ranade, "Implants in Drug Deliver y ", en Drug Deliver y Systems,
Ranade and Hollinger (eds.) , paginas 95-123 (CRC Press 1995) ; Bremer y col., "Protein Deliver y with Infusion
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Pumps", en Protein Deliver y : Physical Systems, Sanders and Hendren (eds.) , paginas 239-254 (Plenum Press
1997) ; Yewey y col., "Deliver y of Proteins from a Controlled Release Injectable Implant", en Protein Deliver y :
Physical Systems, Sanders and Hendren (eds.), paginas 93-117 (Plenum Press 1997) ) . Otras formas solidas
incluyen cremas, pastas, otras aplicaciones topolégicas y similares.

Usos terapéuticos para anticuerpos anti-l1L-21

[0098] La IL-21 es una citoquina derivada de células T CD4" que es importante para una inmunidad mediada por
células T CD8" 6ptima, la activacion de células NK, y respuestas humorales dptimas, tales como la produccién de
anticuerpos y la maduracion de células B. Se ha demostrado que IL-21 induce una serie de quimiocinas y citoquinas
proinflamatorias, tales como IL-18, IL-15, IL-5, IL-6, IL-7A, IL-17F, TNFRII, sCD25, y RANTES. IL-21 también induce
una respuesta de fase aguda en primates no humanos y seres humanos cuando se administra por via IV o inyeccion
SC (Dodds et al., Cancer Immunol Immunother 17 de octubre de 2008 [publicacion electrénical). In vitro, estimula el
crecimiento de ciertas poblaciones de células inmunes neoplasicas, tales como células de mieloma multiple y
leucemia aguda de células T (Brenne et al Blood 99 (10): 3756-62 (2002), DiCarlo E, et al Cancer Immunol
Immunother 56 (9): 1323-1324 (2007)). IL-21 también es producida por las células de Hodgkin Reed-Stemberg en el
linfoma de Hodgkin (Lamprecht y otros, Blood 112 (8): 3339-47, 2008). El aumento de expresion del receptor de IL-
21 se ha observado en la epidermis en pacientes con esclerosis sistémica (Distler et al, Arthritis & Rheumatism 52:
865-864, 2004) y fibroblastos sinoviales de la artritis reumatoide (Jungel et al, Arthritis & Rheumatism 50: 1468-1476,
2004). Por otra parte, los ratones NOD diabéticos autoinmunes han aumentado la expresién del receptor IL-21 (King
et al, Cell 117: 265-277, 2004.) Se ha demostrado que la IgG y la expresion de IL-21 se incrementa en el modelo de
raton BXSB-Yaa que desarrollan una enfermedad similar al lupus eritematoso autoinmune (Ozaki et al, J. Immunol.
173:. 5361-5371, 2004); la expresion de IL-21 es mayor en los ratones sanroque propensos al lupus (Vinuesa y
otros, Nature 435: 452, 2005); la expresion de IL-21 es mayor en tejido intestinales inflamado frente a no inflamados
de pacientes con enfermedad de Crohn (Monteleone, et al, Gastroenterology 128:. 687-694, 2005). IL-21 también se
produce en exceso en la mucosa de pacientes con enfermedad celiaca (Finn et al Gut, PMID: 17965065, 2007).

[0099] Una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo anti-IL-21 se refiere a una cantidad de anticuerpo
que, cuando se le administra a un sujeto, es efectiva para prevenir, retrasar, reducir o inhibir un sintoma o actividad
biolégica asociada a una enfermedad o trastorno. La administracion puede consistir en una sola dosis o en multiples
dosis y puede ser realizada en combinacion con otras composiciones farmacéuticas.

[0100] La presente invencion proporciona composiciones y usos de la anticuerpos monoclonales anti-IL21 (como se
define en las reivindicaciones) en enfermedades o afecciones inflamatorias e inmunes, tales como psoriasis,
pancreatitis, diabetes tipo | (IDDM), enfermedad de Graves, enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), enfermedad
de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome del intestino irritable, esclerosis multiple, artritis reumatoide, artritis reactiva,
artritis enteropatica, espondiloartropatia, miocarditis autoinmune, enfermedad de Kawasaki, enfermedad celiaca,
uveitis, enfermedad de Behcet, enfermedad de la arteria coronaria, enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC), enfermedad pulmonar intersticial, enfermedad de musculo inflamatorio (polimiositis, dermatomiositis),
poliangeitis microscopica, anemia aplasica autoinmune, tiroiditis autoinmune, hepatitis autoinmune, sindrome de
Wegener, diverticulosis, lupus eritematoso sistémico, espondilitis anquilosante, esclerodermia, esclerosis sistémica,
artritis psoriatica, osteoartritis, dermatitis atdpica, vitiligo, enfermedad injerto contra huésped (EICH), linfoma cutaneo
de células T (LCCT), sindrome de Sjogren, glomerulonefritis, nefropatia IgA, nefritis autoinmune, pénfigo vulgar,
miastenia gravis, pérdida de audicién autoinmune, neuromielitis 6ptica, sindrome de Goodpasture, crioglobulinemia,
sindrome de Guillain Barre, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP), anemia hemolitica
autoinmune, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), rechazo de trasplante, pacientes de trasplante altamente
sensibilizados, sindrome anti-fosfolipido, alergia y asma, y otras enfermedades autoinmunes . La presente memoria
proporciona composiciones y usos de anticuerpos monoclonales anti-IL-21 en la terapia de ciertos canceres de
células inmunes, tales como mieloma multiple, leucemia aguda de células T, o el linfoma de Hodgkin.

Dermatitis de contacto

[0101] La dermatitis de contacto alérgica se define como una reaccién inmune mediada por células T a un antigeno
que entra en contacto con la piel. Se cree que la poblacién de células T CLA+ esta implicada en el inicio de la
dermatitis, ya que las respuestas de las células T dependientes de alérgenos estan en gran medida confinadas a la
poblaciéon de células CLA+ (véase Santamaria-Babi, y col., J. Exp. Med. 181: 1935, (1995)). Datos recientes han
descubierto que solo las células T de memoria (CD45R0+) CD4+ CLA+, y no CD8+, proliferan y producen citoquinas
tanto de tipo 1 (IFN-y) como de tipo 2 (IL-5) en respuesta al niquel, un alérgeno comun en la hipersensibilidad por
contacto. Ademas, las células que expresan CLA en combinacion con CD4, CD45RO (memoria) o CD69 aumentan
tras estimulacion especifica de niquel y expresan los receptores de quimioquinas CXCR3, CCR4 y CCR10, pero no
CCR®6. Véase Moed H. y col., Br. J. Dermatol. 51: 32 (2004).

[0102] En modelos animales, se ha demostrado que la dermatitis de contacto alérgica es dependiente de las células
T y que las células T de la respuesta alérgica migran al sitio de aplicacion del alérgeno. Véanse, en general:
Engeman T.M. y col., J. Immunol. 164: 5207, (2000); Ferguson T.A. & Kupper T.S., J. Immunol. 150: 1172, (1993); y
Gorbachev A.V. & Fairchild R.L., Crit. Rev. Immunol. 21: 451 (2001).
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[0103] La administracion de anticuerpos anti-IL-21 a modelos de ratén de hipersensibilidad de contacto se utiliza
para evaluar la utilidad clinica de los anticuerpos anti-IL-21 para mejorar los sintomas y alterar la evolucion de la
enfermedad.

Dermatitis atopica

[0104] La dermatitis atdpica (DA) es una enfermedad inflamatoria de la piel crénicamente recidivante cuya incidencia
ha sufrido un dramatico aumento a lo largo de las Ultimas décadas. A nivel clinico, la DA se caracteriza por placas y
papulas muy pruriticas, con frecuencia excoriadas, que muestran un curso recidivante cronico. El diagndstico de la
DA se basa mayormente en hallazgos clinicos mayores y menores. Véase Hanifin J.M., Arch. Dermatol. 135: 1551
(1999). La histopatologia revela espongiosis, hiperparaqueratosis y paraqueratosis focal en las lesiones agudas,
mientras que una marcada hiperplasia epidérmica con hiperparaqueratosis y paraqueratosis,
acantosis/hipergranulosis e infiltracion perivascular de la dermis con linfocitos y abundantes células cebadas son el
distintivo de las lesiones cronicas.

[0105] Las células T tienen un papel central en el inicio de las respuestas inmunes locales en los tejidos, y la
evidencia sugiere que las células T que se infiltran en la piel, en particular, pueden tener un papel clave en el inicio y
el mantenimiento de las respuestas inmunes descontroladas en la piel. Aproximadamente un 90 % de las células T
infiltrantes en sitios inflamatorios cutdneos expresan el Ag asociado a linfocitos cutaneos (CLA+) , que se une a la
Eselectina, una molécula de adhesién inducible sobre el endotelio (revisado en Santamaria-Babi y col., Eur. J.
Dermatol. 14: 13, (2004)). Se ha documentado un significativo aumento en las células T CLA+ circulantes entre los
pacientes con DA en comparacion con individuos control (véase Teraki Y. y col., Br. J. Dermatol. 143: 373 (2000),
mientras que otros han demostrado que las células T CLA+ de memoria de pacientes con DA responden
preferencialmente a extracto de alérgeno en comparacién con la poblacion CLA- (véase Santamaria-Babi, L.F. y col.,
J. Exp. Med. 181: 1935, (1995)). En humanos, se ha asociado la patogenia de los trastornos atépicos de la piel a
aumentos en las células T CLA+ que expresan mayores niveles de citoquinas de tipo Th-2, como la IL-5 y la IL-13.
Véanse Akdis M. y col., Eur. J. Immunol. 30: 3533 (2000), y Hamid Q. y col., J. Allergy Clin. Immunol. 98: 225 (1996).

[0106] Los ratones NC/Nga desarrollan espontaneamente lesiones de tipo DA que guardan un paralelismo con la DA
humana en muchos aspectos, incluyendo el curso y los signos clinicos, la histopatologia y la inmunopatologia,
cuando se les alberga en condiciones no libres de patégenos especificados (no SPF) hacia las 6-8 semanas de
edad. Por el contrario, los ratones NC/Nga mantenidos en condiciones SPF no desarrollan lesiones cutaneas. Sin
embargo, se pueden sincronizar la aparicion de lesiones cutaneas espontaneas y el comportamiento de rascado en
ratones NC/Nga albergados en una instalacion SPF por inyeccién intradérmica semanal de antigeno bruto de acaros
del polvo. Véase Matsuoka H. y col., Allergy 58: 139 (2003). Por lo tanto, el desarrollo de DA en NC/Nga es un
modelo util para la evaluacion de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de la DA.

[0107] Ademas del modelo NC/Nga de DA esponténea, también se puede usar la sensibilizacién epicutanea de
ratones usando OVA como modelo para inducir engrosamiento epidérmico y dérmico dependiente de antigeno con
un infiltrado mononuclear en la piel de ratones sensibilizados. Esto coincide normalmente con niveles séricos
elevados de IgE total y especifica; sin embargo, en este modelo normalmente no se produce ninguna disfuncién de
la barrera cutanea o prurito. Véase Spergel y col., J. Clin. Invest., 101: 1614, (1998). Este protocolo puede ser
modificado con objeto de inducir disregulacion de la barrera cutanea y prurito por sensibilizacion de ratones
transgénicos DO11.10 OVA TCR con OVA. El aumento del niumero de células T especificas de antigeno que
podrian reconocer el antigeno sensibilizante puede aumentar el nivel de inflamacién en la piel para inducir un
comportamiento visible de rascado y liquenificacion/descamacion de la piel.

[0108] La administracion de anticuerpos anti-IL-21 a modelos de ratén de dermatitis atopica se utiliza para evaluar la
utilidad clinica de los anticuerpos anti-IL-21 para mejorar los sintomas y alterar la evolucion de la enfermedad.

Artritis

[0109] La artritis, incluyendo la osteoartritis, la artritis reumatoide, las articulaciones artriticas como resultado de una
lesion y similares, son afecciones inflamatorias comunes que se beneficiarian del uso terapéutico de anticuerpos y
polipéptidos de unién antiinflamatorios. Por ejemplo, la artritis reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica que
afecta a todo el cuerpo y es una de las formas mas comunes de artritis. Se caracteriza por la inflamacion de la
membrana que recubre la articulacién, lo que causa dolor, rigidez, calor, enrojecimiento e hinchazén. Las células
inflamatorias liberan enzimas que pueden digerir el hueso y el cartilago. Como resultado de la artritis reumatoide, el
revestimiento de la articulacion inflamada, el sinovio, puede invadir y daiar el hueso vy el cartilago, para dar lugar a
deterioro articular y dolor severo, entre otros efectos fisiologicos. La articulacion implicada puede perder su forma y
alineacion, lo que da como resultado dolor y pérdida de movimiento.

Artritis reumatoide
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[0110] La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inmunomediada particularmente caracterizada por inflamacion
y posterior dafo tisular, lo que da lugar a una severa discapacidad y a un aumento en la mortalidad. Se producen
localmente varias citoquinas en las articulaciones reumatoides. Numerosos estudios han demostrado que la IL-1 y el
TNF-alfa, dos citoquinas proinflamatorias prototipicas, tienen un importante papel en los mecanismos implicados en
la inflamacién sinovial y en la progresiva destruccion articular. Ciertamente, la administraciéon de inhibidores del
TNFalfa y de la IL-1 en pacientes con AR ha dado lugar a una dramatica mejoria de los signos clinicos y biolégicos
de la inflamacién y a una reduccién de los signos radiolégicos de erosiéon del hueso y destruccion del cartilago. Sin
embargo, a pesar de estos resultados alentadores, un porcentaje significativo de los pacientes no responden a estos
agentes, lo que sugiere que también estan implicados otros mediadores en la fisiopatologia de la artritis (Gabay,
Expert. Opin. Biol. Ther. 2 (2): 135-149, 2002).

[0111] Existen varios modelos animales para la artritis reumatoide conocidos en la técnica. Por ejemplo, en el
modelo de artritis inducida por colageno (AIC), los ratones desarrollan una artritis inflamatoria crénica que guarda un
estrecho parecido con la artritis reumatoide humana. Como la AIC comparte caracteristicas inmunolégicas y
patolégicas similares con la AR, esto hace que sea un modelo ideal para cribar compuestos antiinflamatorios
humanos potenciales. El modelo AIC es un modelo bien conocido en ratones que depende tanto de una respuesta
inmune como de una respuesta inflamatoria para tener lugar. La respuesta inmune comprende la interaccion de las
células B y las células T CD4+ en respuesta al colageno, que se da como antigeno, y da lugar a la produccion de
anticuerpos anticolageno. La fase inflamatoria es el resultado de las respuestas tisulares a partir de mediadores de
la inflamacién, como consecuencia de que algunos de estos anticuerpos presenten una reaccién cruzada con el
colageno nativo del raton y activen la cascada del complemento. Una ventaja de utilizar el modelo AIC es que se
conocen los mecanismos bésicos de la patogenia. Se han identificado los epitopos relevantes de células T y células
B sobre el colageno de tipo Il, y se han determinado diversos parametros inmunoldgicos (por ejemplo,
hipersensibilidad de tipo retardado y anticuerpo anticolageno) e inflamatorios (por ejemplo, citoquinas, quimioquinas
y enzimas degradadoras de la matriz) relacionados con la artritis inmunomediada, y se pueden usar, por lo tanto,
para valorar la eficacia de los compuestos de ensayo en el modelo AIC (Wooley, Curr. Opin. Rheum. 3: 407-20,
1999; Williams y col., Immunol. 89: 9784-788, 1992; Myers y col., Life Sci. 61: 1861-78, 1997; y Wang y col.,
Immunol. 92: 8955-959, 1995).

[0112] La administracion de anticuerpos anti-IL-21 a estos ratones del modelo AIC se utiliza para evaluar el uso de
anticuerpos anti-IL-21 para mejorar los sintomas y alterar la evolucion de la enfermedad.

Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell)

[0113] En los Estados Unidos, aproximadamente 500.000 personas padecen enfermedad inflamatoria del intestino
(Ell), que puede afectar o bien al colon y al recto (colitis ulcerativa), o bien tanto al intestino delgado como al grueso
(Enfermedad de Crohn). La patogenia de estas enfermedades no esta clara, pero conllevan inflamacién crénica de
los tejidos afectados. La colitis ulcerativa (CU) es una enfermedad inflamatoria del intestino grueso, comiunmente
llamado colon, caracterizada por inflamacion y ulceracion de la mucosa o revestimiento mas interno del colon. Esta
inflamacién hace que el colon se vacie frecuentemente, lo que da lugar a diarrea. Los sintomas incluyen
ablandamiento de las heces y dolor abdominal, fiebre y pérdida de peso asociados. Aunque se desconoce la causa
exacta de la CU, la investigacion reciente sugiere que las defensas naturales del organismo estan actuando contra
las proteinas en el organismo que el organismo considera “no propias” (una "reaccion autoinmune"). Quiza porque
se parecen a las proteinas bacterianas en el intestino, estas proteinas pueden instigar o estimular el proceso
inflamatorio, que comienza a destruir el revestimiento del colon. A medida que se destruye el revestimiento del colon,
se forman ulceras, que liberan moco, pus y sangre. La enfermedad comienza normalmente en el area rectal y puede
extenderse eventualmente por todo el intestino grueso. Episodios repetidos de inflamacion dan lugar a
engrosamiento de la pared del intestino y del recto, con tejido cicatricial. Se puede producir muerte del tejido del
colon o sepsis en caso de enfermedad severa. Los sintomas de la colitis ulcerativa varian en cuanto a severidad y
su aparicion puede ser gradual o subita. Los ataques pueden ser provocados por muchos factores, incluyendo
infecciones respiratorias o estrés.

[0114] Aunque actualmente no se dispone de cura para la CU, los tratamientos se centran en la supresion del
proceso inflamatorio anormal en el revestimiento del colon. Se dispone de tratamientos que incluyen
inmunosupresores corticosteroides (por ejemplo, azatioprina, mercaptopurina y metotrexato) y aminosalicitatos para
tratar la enfermedad. Sin embargo, el uso a largo plazo de inmunosupresores tales como los corticosteroides y la
azatioprina puede dar lugar a efectos colaterales serios, incluyendo adelgazamiento de huesos, cataratas, infecciéon
y efectos sobre el higado y la médula ésea. En los pacientes en los que no son eficaces las terapias actuales, la
cirugia constituye una opcién. La cirugia conlleva la eliminacién de todo el colon y del recto.

[0115] Existen varios modelos animales que pueden imitar parcialmente la colitis ulcerativa cronica. El modelo més
ampliamente utilizado es el modelo de colitis inducida por acido 2, 4, 6-trinitrobencenosulfénico (TNBS) /etanol, que
induce inflamacién crénica y ulceracién en el colon. Cuando se introduce TNBS en el colon de ratones susceptibles
por instilacién intrarrectal, induce una respuesta inmune mediada por células T en la mucosa del colon, lo que en
este caso da lugar a una inflamacidon masiva de la mucosa caracterizada por la densa infiltracion de células T y
macroéfagos por toda la pared del intestino grueso. Mas aun, esta imagen histopatolégica va acompafiada de la

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2572231713

imagen clinica de pérdida progresiva de peso (debilitacion), diarrea con sangre, prolapso rectal y engrosamiento de
la pared del intestino grueso (Neurath y col. Intern. Rev. Immunol. 19: 51-62, 2000). La transferencia adoptiva de
células T sin tratar en ratones desemparejados de histocompatibilidad menor o inmunocomprometidos singénicos
conduce al desarrollo de colitis (Leach MW et al 1996, Powrie F et al, 1997), asi como lesiones en la piel que se
asemejan psoriasis (Schon MP et al., Nat Med. 2: 183-8, 1997; Davenport CM et al, Int Immunopharmacol 5: 653-72,
2002). El trasplante de tan sélo 0,2 millones de células T CD4+ CD25- de ratones BALB/C o B10.D2 en ratones
SCID C.B-17 inmunocomprometidos da lugar a la pérdida de peso, heces positivo en Hemoccult y el desarrollo de
lesiones de la piel. Los sintomas en estos ratones varian de una colonia a otra. Este modelo de colitis/psoriasis tiene
algunas similitudes con la enfermedad de Crohn y la psoriasis humana, y se ha utilizado ampliamente para probar la
eficacia de los agentes terapéuticos para estas enfermedades en seres humanos.

[0116] Otro modelo de colitis utiliza el dextrano sulfato de sodio (DSS), que induce una colitis aguda que se
manifiesta por diarrea con sangre, pérdida de peso, acortamiento del colon y ulceracién de la mucosa con infiltracion
de neutrdfilos. La colitis inducida por DSS se caracteriza histolégicamente por infiltracion de células inflamatorias en
la ldmina propia, con hiperplasia linfoide, dafios focales en las criptas y ulceracion epitelial. Se piensa que estos
cambios se desarrollan debido a un efecto toxico del DSS sobre el epitelio y por fagocitosis de las células de la
lamina propia y produccién de TNF-alfa y IFN-gamma. A pesar de su uso comun, varias cuestiones relacionadas con
los mecanismos del DSS y su relevancia para la enfermedad humana permanecen sin resolver. Se considera el DSS
como un modelo independiente de las células T, ya que se observa en animales deficientes en células T, tales como
los ratones SCID.

[0117] Se puede utilizar la administracion de anticuerpos anti-IL-21 a estos modelos de transferencia TNBS, DSS o
células T CD4+ para evaluar el uso de antagonistas de IL-21 para mejorar los sintomas y alterar el curso de la
enfermedad gastrointestinal. La IL-21 puede desempefar un papel en la respuesta inflamatoria en la colitis, y la
neutralizacion de la actividad IL-21 por administracion de antagonistas de IL-21 es un enfoque terapéutico potencial
para la Ell.

Psoriasis

[0118] La psoriasis es una afeccién crénica de la piel que afecta a mas de siete millones de americanos. La psoriasis
aparece cuando las nuevas células de la piel crecen anormalmente, para dar como resultado zonas de piel
inflamadas, hinchadas y escamosas donde se altera la diferenciacién terminal de los queratinocitos. La psoriasis en
placas, la forma mas comun, se caracteriza por zonas de piel inflamadas ("lesiones") coronadas con escamas
blancas plateadas. La psoriasis puede limitarse a unas cuantas placas o implicar a areas de piel de moderadas a
extensas, apareciendo mas comunmente sobre el cuero cabelludo, las rodillas, los codos y el tronco. Aunque es muy
visible, la psoriasis no es una enfermedad contagiosa. La patogenia de la enfermedad implica la activacion de
células T, presentacidon de antigenos alterada y produccién de citosinas por células dendriticas inflamatorias y la
inflamacién crénica a los tejidos afectados. Los anticuerpos anti-IL-21 de la presente invencion podrian servir como
agente terapéutico valioso para reducir la inflamacion y los efectos patologicos en la psoriasis, en otras
enfermedades inflamatorias de la piel, en las alergias de piel y mucosas y en enfermedades relacionadas.

[0119] La psoriasis es un trastorno inflamatorio de la piel mediado por células T que puede causar un considerable
malestar. Es una enfermedad para la que no existe cura y afecta a personas de todas las edades. La psoriasis
afecta aproximadamente a un dos por ciento de las poblaciones de Europa y de Norteamérica. Aunque los
individuos con psoriasis leve pueden con frecuencia controlar su enfermedad con agentes topicos, mas de un millon
de pacientes en todo el mundo requieren terapia inmunosupresora ultravioleta o sistémica. Desafortunadamente, la
inconveniencia y los riesgos de la radiacion ultravioleta y las toxicidades de muchas terapias limitan su uso a largo
plazo. Mas aun, los pacientes tienen normalmente recidivas de la psoriasis, y en algunos casos recuperacion, poco
después de interrumpir la terapia inmunosupresora. Los anticuerpos anti-IL-21 pueden ser estudiados usando un
modelo recientemente desarrollado de psoriasis basado en el modelo de transferencia CD4+CD45RB (Davenport y
col., Internat. Immunopharmacol., 2: 653-672, 2002).

[0120] Ademas de otros modelos de enfermedad descritos en el presente documento, se puede medir la actividad
de los anticuerpos anti-IL-21 sobre el tejido inflamatorio derivado de lesiones psoriasicas humanas in vivo usando un
modelo de ratén inmunodeficiente combinado severo (SCID). Se han desarrollado varios modelos de ratén en los
que se implantan células humanas en ratones inmunodeficientes (a los que se hace referencia de manera colectiva
como modelos de xenoinjerto); véanse, por ejemplo, Cattan AR, Douglas E, Leuk. Res. 18: 513-22, 1994, y Flavell,
DJ, Hematological Oncology 14: 67-82, 1996. Como modelo de xenoinjerto in vivo para la psoriasis, se implanta
tejido de piel psoriasica humana en el modelo del ratén SCID y se desafia con un antagonista apropiado. Mas aun,
se pueden usar otros modelos animales de psoriasis de la técnica para evaluar antagonistas de IL-21, tales como
injertos de piel psoriasica humana implantados en el modelo del ratdn AGR129 y desafiados con un antagonista
apropiado (v.g., véase Boyman, O. y col., J. Exp. Med. Online publication #20031482, 2004). De forma similar, se
pueden usar tejidos o células derivados de colitis, Ell, artritis u otras lesiones inflamatorias humanas en el modelo
SCID para valorar las propiedades antiinflamatorias de los anticuerpos anti-IL-21 descritos en el presente
documento.
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[0121] La eficacia del tratamiento es medida y estadisticamente evaluada como aumento del efecto antiinflamatorio
en la poblacién tratada a lo largo del tiempo usando métodos bien conocidos en la técnica. Algunos métodos
ejemplares incluyen, aunque sin limitacién, la medicion, por ejemplo en un modelo de psoriasis, del grosor
epidérmico, del numero de células inflamatorias en la dermis superior y de los°Cde paraqueratosis. Dichos métodos
son conocidos en la técnica y se describen en el presente documento. Por ejemplo, véanse Zeigler, M. y col., Lab.
Invest. 81: 1253, 2001; Zollner, T. M. y col., J. Clin. Invest. 109: 671, 2002; Yamanaka, N. y col., Microbiol. Immunol.
45: 507, 2001; Raychaudhuri, S. P. y col., Br. J. Dermatol. 144: 931, 2001; Boehncke, W. H y col., Arch. Dermatol.
Res. 291: 104, 1999; Boehncke, W. H y col., J. Invest. Dermatol. 116: 596, 2001; Nickoloff, B. J. y col., Am. J. Pathol.
146: 580, 1995; Boehncke, W. H y col., J. Cutan. Pathol. 24: 1, 1997; Sugai, J., M. y col., J. Dermatol. Sci. 17: 85,
1998; y Villadsen L.S. y col., J. Clin. Invest. 112: 1571, 2003. También se puede monitorizar la inflamacion a lo largo
del tiempo usando métodos bien conocidos, tales como citometria de flujo (o0 PCR) , para cuantificar el nimero de
células inflamatorias o lesionales presentes en una muestra, puntuacion (pérdida de peso, diarrea, sangrado rectal,
longitud del colon) para la Ell y puntuacion de la enfermedad de la pata y puntuaciéon de la inflamacion para el
modelo de AR AIC.

[0122] La administracion de anticuerpos anti-IL-21 a estos ratones modelo con psoriasis se utiliza para evaluar la
utilizacién de anticuerpso anti-IL-21 para mejorar los sintomas y alterar la evolucion de la enfermedad.

Lupus eritematoso sistémico

[0123] El lupus eritematoso sistémico (LES) es un trastorno relacionado con inmunocomplejos caracterizado por
produccién crénica de anticuerpos IgG dirigidos a autoantigenos ubicuos (v.g., anti-ADNdc). Los efectos del LES son
sistémicos, en lugar de estar localizados en un érgano especifico, aunque en algunos casos puede dar lugar la
glomerulonefritis (es decir, lupus nefritis). Se han asociado con la enfermedad multiples loci cromosémicos, y éstos
pueden contribuir a diferentes aspectos de la enfermedad, tales como anticuerpos anti-ADNdc y glomerulonefritis.
Se ha visto que las células T CD4+ tienen una parte activa en modelos murinos de LES (Horwitz, Lupus 10: 319-320,
2001; Yellin y Thienel, Curr. Rheumatol. Rep., 2: 24-37, 2000). El papel de las células T CD8+ no esta claramente
definido, pero existe evidencia que sugiere que la funcién de la célula T CD8+ "supresora" estd alterada en
pacientes con lupus (Filaci y col., J. Immunol., 166: 6452-6457, 2001; Sakane y col., J. Immunol., 137: 3809-3813,
1986).

[0124] Se ha sido observado convincentemente que IL-21 induce la diferenciacién de células B humanas sin tratar
en células plasmaticas secretoras de anticuerpos (Ozaki et al, J. Immunol 173: 5361, 2004; Ettinger et al, J Immunol
175: 7867-79, 2005; Ettinger et al, J Immunol 178: 2872-82, 2007; Kuchen et al J Immunol 179: 5886-96, 2007).
(Ozaki et al, (J. Immunol. 173: 5361, 2004) también demostré que la expresion de IL-21 es elevada en ratones
BXSB-Yaa propensos al lupus, un modelo para LES, a una edad cuando las primeras caracteristicas de los
procesos autoinmunes resultan evidentes. El tratamiento de estos ratones BXSB-Yaa con un antagonista de 1L-21
murino inhibe parcialmente diversos parametros de la enfermedad, incluyendo la glomerulonefritis (Bubier et al, Ann
NY Acad Sci 1110: 590-601, 2007). EI mismo antagonista de IL-21 también ha demostrado ser eficaz en otro modelo
de la enfermedad pre-clinica de LES, el ratébn MRL/Ipr (Herber et al J. Immunol. 178: 3822-3830, 2007). Ademas,
dado que IL-21 limita el desarrollo de células Treg, la administraciéon de anticuerpos anti-IL-21 podria proporcionar
una funcioén supresora de las células T mas robusta en pacientes con lupus donde esta funcién estd comprometida
(Lamprecht et al Blood 112 (8): 3339-47, 2008).

[0125] Los datos obtenidos de 24 pacientes con LES y 15 controles sanos mostraron que 1) la expresion de ARNm
de IL-21 es significativamente mayor en las células T CD4 + de los pacientes de lupus en comparacion con los
controles, 2) los niveles de IL-21 son significativamente elevados en los sueros de pacientes con LES activo en
comparacion con LES inactivo o controles, tal como se determina utilizando un kit ELISA de IL-21 comercial
(Invitrogen, Carlsbad, CA), 3) IL-21 aumenta la proliferacion de células T CD4+ y células B CD19+ en pacientes y se
controla de una manera dependiente de la dosis, 4) IL-21 aumenta la diferenciacion de células plasmaticas inducidas
por anti-CD40 en los controles normales y pacientes con LES, y 5) los niveles elevados de IL-21 pueden contribuir a
la proliferacion de células T CD4+ autorreactivas y la diferenciacion de células plasmaticas en LES ((Rus, V., ACR
Presentation # 1760, 2008 del reunion del colegio americano de reumatologia, 24-29 de octubre de 2008).

[0126] Los anticuerpos anti-IL-21 se pueden administrar en combinacion con otros agentes que ya estan en uso en
la autoinmunidad incluyendo moduladores inmunes, tales como IFNy, NOVANTRONE®, ENBREL®, BETAFERON®,
REMICADE®, LEUKINE® y PROLEUKIN®. Los anticuerpos anti-IL-21 se pueden administrar en combinacion con
otros agentes que ya estan en uso en la terapia del cancer de mieloma muiltiple, linfoma de Hodgkin o leucemia
aguda de células T, tales como THALOMID® o con esteroides, tales como la dexametasona o prednisona.
Establecer el nivel de dosis 6ptima y la programacion para los anticuerpos anti-IL-21 se realiza mediante una
variedad de medios, incluyendo el estudio de la farmacocinética y la farmacodinamica de anticuerpos anti-IL-21;
determinacioén de las dosis eficaces en animales modelos, y la evaluacion de la toxicidad de los anticuerpos anti-IL-
21. Las mediciones farmacocinéticas directas realizadas en primates y ensayos clinicos pueden ser usados para
predecir las dosis tedricas en pacientes que logran los niveles de anticuerpos anti-IL-21 en plasma que son de
magnitud suficiente y duracion para lograr una respuesta bioldgica en los pacientes.
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Rechazo del trasplante

[0127] Los receptores de 6rganos sodlidos trasplantados pueden desarrollar rechazo agudo o crénico del aloinjerto
debido a la falta de coincidencia de histocompatibilidad. La generacién de anticuerpos dirigidos contra las moléculas
de HLA (aloanticuerpos) en estos pacientes resulta de la presentacion del antigeno extrafio a las células T. Los
aloanticuerpos pueden mediar el dafio tisular en el injerto a través de la formacion de complejos inmunes, la fijacion
del complemento, y la citotoxicidad celular mediada por anticuerpo dirigida por aloanticuerpos unidos. La cascada
del complemento también libera factores locales que activan las células endoteliales y causan vasculopatia dentro
del injerto. El producto de complemento C4d es un marcador temprano en el rechazo agudo y crénico de trasplantes,
y se puede detectar en los casos subclinicos antes de manifestar cambios patoldgicos (Racusen y Haas, Clin J Am
Soc Nephrol 1: 415-420, 2006; Moll y Pascual, Am J Trasplante 5: 2611-2618, 2005; Tinkam y Chandraker, Clin J
Am Soc Nephrol 1: 404-414, 2006). Los pacientes son examinados para detectar aloanticuerpos anti-HLA (panel de
anticuerpos reactivos). Los pacientes pueden ser particularmente sensibles debido a un fallo previo de aloinjerto,
transfusiones de sangre, o los embarazos multiples. La presencia de aloanticuerpos en pacientes con trasplante
altamente sensibilizados complica su cuidado, ya que puede ser necesario un aumento de las terapias
immnosupresoras y las posibilidades de rechazo agudo es alta (Baid y otros, Curr Opin Immunol. 13: 577-581,
2001). En algunos casos, se utilizan agentes de reconocimiento de células B (acido micofendlico o rituximab),
aunque esta estrategia terapéutica no se dirige directamente a las células plasmaticas secretoras de anticuerpos. La
plasmaféresis también se usa para reducir la inmunoglobulina circulante. En todos los casos, los receptores de
trasplante se tratan con agentes inmunosupresores dirigidos a células T para reducir el riesgo de rechazo, y puede
ser lentamente "destetado" de estos regimenes a medida que se establece tolerancia al injerto (Seyfort-Margolis y
Turka, J Clin Invest 118 (8): 2684-2685, 2008; Taylor y otros, Crit Rev Oncol Hematol. 56: 23-46, 2005; Amante y
Ejercito, Transplant Proc 40: 2274-2280, 2008).

[0128] EI desarrollo de las células plasmaticas secretoras de anticuerpos requiere de la ayuda afin de células T CD4
ademas de microambientes especializados que soportan la supervivencia de células plasmaticas (Tarlington et al,
Curr Opin Immunol. 20: 162-169, 2008). La secrecion de citoquinas por las células T activadas es necesaria para la
diferenciacion y la supervivencia de las células plasmaticas, y se sabe que afecta a la naturaleza de la respuesta de
anticuerpos y de isotipo de Ig. Existen modelos para monitorear las respuestas de anticuerpos dependientes de
células T en murinos y especies de primates no humanos. Estos métodos se conocen bien por los expertos en la
técnica. La cinética y magnitud de las respuestas de anticuerpos primarios o secundarios contra antigenos de
péptidos modelo, tales como la ovoalbumina, toxoide del tétanos, glébulos rojos de oveja, o hemocianina de lapa
californiana modificada con ftrinitrofenilo se controla por medio de ensayos que detectan anticuerpos totales o
especificos de antigeno, incluyendo subtipos IgG, IgM, IgE, IgA o en el suero de los animales tratados. En algunos
modelos, la maduracién de afinidad de los anticuerpos también se puede controlar. Estos modelos pueden ser
utilizados para probar los efectos de los farmacos terapéuticos que alteran la ayuda de células B por las células T y
que bloquean las citoquinas que se consideran importantes para la diferenciacion y supervivencia de células
plasmaticas.

[0129] Los estudios de rechazo del aloinjerto se llevan a cabo en muchas especies animales. Por ejemplo, un
modelo de trasplante renal en monos cynomolgus puede representar los efectos del rechazo crénico de aloinjerto
renal mediado por aloanticuerpos en seres humanos. Los regimenes de aloinjerto tolerizantes se llevan a cabo antes
del trasplante en algunos casos. La presencia de aloanticuerpos especificos del donante se controla por analisis de
citometria de flujo de suero del receptor con leucocitos de sangre periférica no coincidentes, y se detecta la
deposicion del producto de complemento C4d en biopsias de aloinjerto renal (Smith et al, Am J Transplant 6: 1790-
1798, 2006; Smith et al, Am J Transplant 8: 1-11, 2008). Los modelos de trasplante agudo y crénico pueden llevarse
a cabo en especies murinas por los expertos en la técnica.

[0130] La administracion de anticuerpos anti-IL-21 en un modelo de respuesta de anticuerpos dependiente de
células T o un modelo de rechazo de aloinjertos se utiliza para evaluar la utilidad clinica de los anticuerpos anti-IL-21
para reducir respuestas de aloanticuerpos, y mejorar los sintomas de rechazo de aloinjerto, o como parte del
régimen terapéutico o tolerizante de pretrasplante para los receptores de trasplante, incluyendo pacientes de
trasplante altamente sensibilizados.

[0131] La invencidn se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 Preparacion de proteinas y anticuerpos IL-21

A. Inmunizaciones e hibridomas

[0132] La proteina IL-21 fue producido como se describe en la patente US 7.250.274, que se incorpora en su
totalidad en el presente documento. Las proteinas receptoras de 1I-21 solubles se produjeron como se describe en la
solicitud de patente US 2007-0122413 y la patente de Estados Unidos 6.777.539. Los anticuerpos monoclonales
anti-IL-21 se produjeron en ratones de tipo salvaje que generan anticuerpos murinos y en ratones transgénicos que
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generan anticuerpos totalmente humanos (Medarex, Princeton, NJ). Los ratones se inmunizaron con la proteina IL-
21 humana. Brevemente, los ratones se inmunizaron inicialmente por inyeccion subcutanea con 30 pg de IL-21
recombinante purificada (producida en E. coli en ZymoGenetics) conjugada con BSA (Imject Pharmalink Immunogen
Kit, Pierce) y se administra en combinaciéon con CpG (ligando TLR9 murino de oligonucleétido y GM-CSF (factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos, R & D, Minneapolis, MN) y adyuvante Emulsigen®-P (MVP
Laboratories, Inc., Omaha, NE) segun las instrucciones del fabricante. Después de la inmunizacion inicial, cada uno
de los ratones recibié tres 30 ug adicionales de IL-21 en adyuvante Emulsigen®-P por via subcutanea en intervalos
semanales. Siete dias después de la cuarta inmunizacion, los ratones fueron sangrados a través del plexo
retroorbital y se separé el suero de la sangre para analisis de su capacidad para unirse a IL-21.

[0133] Los esplenocitos se recogieron y se combinaron a partir de dos ratones BALB/c de alto titulo o ratones
transgénicos y se fusionaron con células de mieloma de ratén P3-X63-Ag8.653 utilizando PEG 1450 en un
procedimiento de fusidén Unica (proporcion 2:1 de fusidon, esplenocitos con respecto a células de mieloma,
"Antibodies: A Laboratory Manual", E. Harlow y D.Lane, Cold Spring Harbor Press). Tras 9 dias de crecimiento
después de la fusion, los conjuntos de hibridomas especificos productores de anticuerpos fueron identificados por
ELISA directo y ELISA de captura utilizando la proteina IL-21 recombinante, sin etiqueta y etiquetado con Fc de IgG
humana, como diana de anticuerpo especifico. Los conjuntos de hibridomas positivos se analizaron adicionalmente
por su capacidad para bloguear la unién de ligando al receptor, que se mide como el nivel de fosforilaciéon de STAT3
después de la interaccion ligando-receptor ("ensayo de neutralizacion de fésforo-STAT3") de la proteina IL-21
recombinante purificada en células BaF3 que expresan la secuencia del receptor de IL-21. Los anticuerpos
monoclonales purificados a partir de medio de cultivo tisular se caracterizaron por su capacidad para bloquear la
interaccion ligando-receptor ("ensayo de neutralizaciéon de fésforo-STAT3") de la IL-21 recombinante purificada en
células Baf3 que expresan las secuencias del receptor. De esta manera se identificaron anticuerpos monoclonales
“neutralizantes”.

[0134] Los conjuntos de hibridomas que producen resultados positivos por el "ensayo de neutralizacién de fésforo-
STAT3" y formatos de ELISA se clonaron al menos dos veces por dilucién limitante. En estos ensayos, las muestras
se titularon mediante dilucién de baja densidad estandar (menos de una célula por pocillo) para ver qué clon
mantendra la lectura mas alta de DO. Utilizando los resultados de los ensayos de neutralizacion y de valoracion, se
seleccionaron dos clones especificos de cada pocillo madre inicial para su posterior andlisis. Estos se someten a
una ronda adicional de clonacién para asegurar la homogeneidad de cultivo y se seleccionaron usando el ELISA
directo. Después de un ensayo de valoracion adicional, se seleccionaron dos clones de IL-21 finales. Los clones de
hibridoma se cultivaron en un medio de crecimiento de medio de Dulbecco modificado por Iscove al 90% con 2 mM
L-glutamina, 100 pg/ml de penicilina, y 100 pg/ml sulfato de estreptomicina, y 10% suero clon | fetal (Hyclone
Laboratoriess). Los clones se propagaron mediante la siembra de los cultivos a 2 x 10° células/ml y manteniendo
entre 1 x 10°y 5 x 10° células/ml a 37°C y 5-6% de CO.. Las células se adaptaron a las condiciones libres de suero
tras las transferencias posteriores. Las células se congelan en 90% de suero, 10% de DMSO y se almacenan en
fase vapor de un congelador de nitrégeno liquido.

[0135] Los anticuerpos monoclonales purificados producidos por los clones de hibridoma se caracterizaron en un
numero de maneras, incluyendo binning (es decir, la determinacion de si cada anticuerpo podria inhibir la uniéon de
cualquier otro anticuerpo), el mapeo de epitopes usando péptidos, afinidad relativa, y la neutralizacion.

[0136] Se conocen métodos para producir anticuerpos heterélogos de ratones transgénicos, véase, por ejemplo,
Lonberg, Nat. Biotech. 23 (9): 1117-1125, 2005; Tomizuka et al. PNAS 97 (2): 722-727, 2000; y la patente de
Estados Unidos 5.625.126.

[0137] Los siguientes hibridomas que producen anticuerpos monoclonales IL-21 anti-humanos murinos se han
depositado en la American Type Culture Collection. Manassas, VA. Clon 338.5.4 ATCC No. (PTA-8317), clon
338.11.5 ATCC No (PTA-8314), clon 338.14.3 ATCC No. (PTA-8313), clon 338.15.5 ATCC No. (PTA-8315), clon
338.17.3 ATCC No. (PTA-8316), clon 338.24.5 ATCC No. (PTA-8430), clon 338.25.6 ATCC No. (PTA-8431), clon
338.39.5 ATCC No. (PTA -8432), clon 338.29.2 ATCC N° (PTA-8433), clon 338.28.6 ATCC N° (PTA-8434).

[0138] Los siguientes hibridomas que producen anticuerpos monoclonales anti-IL-21 humanos de humanos se han
depositado en la American Type Culture Collection, Manassas, VA. La Tabla 1 proporciona las secuencias de
aminoacidos completas para las cadenas pesada variable (VH) y ligera variable (VL) de los anticuerpos. También se
incluyen las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de regiones VH y VL de cada anticuerpo. Las secuencias de
nucleotidos correspondientes se encuentran en la lista de secuencias. Incluido en el depésito, pero no en la Tabla 1,
es un hibridoma designado 366.345.6.11, ATCC N° PTA-8788.
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Nimero ATCC VH VH VH VL VL VL Secuencia
de No. CDR1 [CDR2 |CDR3 |CDRI CDR2 |CDR3 |completa
362751, [PTA- [ SRTYR [SIYYRG [QSGYS | RASQS |DASNR |QQRSN |[vH
17 8791 WG STFYNP | GYDWF | VSSFLA | AT WIT
’ SLKS DP MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQLQLQESGPGLVKPSETLSL
SEQ ID SEQ ID|SEQ ID|SEQ ID | TCTVSGGSISSRTYRWGWIRQPPGKELEWIGSIYYRGSTF
NO: 15 SEQ ID|SEQ ID[NO:23 |NO:25 |[NO:27 | YNPSLKSRVTVSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
NO:17 | NO:19 QSGYSGYDWFDPWGQGTLVTVSS
SEQ ID NO: 13
v
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGERAT
LSCRASQSVSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIP
ARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWITFGQ
GTRLEIK
SEQ ID NO: 21
Nimero de | ATCC VH VH VH VL VL VL Secuencia
clon No. CDR1 CDR2 CDR3 CDRI CDR2 CDR3  |completa
362.78.1. [ PTA- SYGMH | FIWYD |DGDSS |[RASQS | GASSR | QQYGS VH
4 9 |0 o TADSy | vyer | 2SSSYL | AT wT MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLR
NO31 | KG DV SEQ ID|sEQ I | LSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAFIWYDGSD
) SEQ ID|NO'41 |NO 43 |KYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
SEQ ID|SEQ ID|NoO:39 CARDGDSSDWYGDY YEGMDVWGQGTTVTVSS
NO: 33 NO: 35 SEQ ID NO: 29
METPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERAT
LSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIP
DRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSWTFGQ
GTKVEIK
SEQ ID NO: 37
Namero de | ATCC VH VH VH . VL VL VL Secuencia
clon No. CDR1 CDR2 | CDR3 CDRI CDR2 CDR3  [completa
362.597. |PTA- |[TYGMH [FIWYD [DGDSS |RASQS | GASSR | QQYGS
3.15 8786 GSDKY | DWYGD | VSSSYL | AT WT MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVGPGRSLR
SEQ ID|YADSV | YYFGM | A LSCAASGFTFSTYGMHWVRQAPGKGLEWVAFIWYDGS
NO:47 | KG DV SEQ ID|SEQ ID|DKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY
SEQ ID|NO:57 |NO:59 | YCARDGDSSDWYGDYYFGMDVWGQGTTVTVSS
SEQ ID|SEQ ID|NO:55
N0(:249 NO?SI SEQ ID NO: 45

vy

METPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERAT
LSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIP
DRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSWTFGQ
GTKVEIK

SEQ ID NO: 53
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Numero de | ATCC VH VH VH VL VL VL Secuencia
clon No. CDRI1 CDR2 CDR3 CDR1 CDR2 CDR3 completa

366.328. | PTA- SYSMN | SITSGS | ERGWG | RASQDI | DASSLE | QQFNS @
N

10.63 8789 YYHY | YYGMD | DSALA YPYT
SEQ ID | ADSVK |V MELGLRWVFLVAILEGVQCEVQLVESGGGLVKPGGSLR
NO:63 |G SEQ ID|SEQ ID|SEQ ID |LSCAASGFIFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSITSGSYYIH
SEQ ID|NO:71 |NO:73 |NO:75 | YADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCV
SEQ ID | NO: 67 RERGWGYYGMDVWGQGTTVTVSS
NO: 65 SEQ ID NO: 61
g

MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARCAIQLTQSPSSLSASVGD
RVTITCRASQDIDSALAWYQQKPGKAPKILIHDASSLESG
VPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSYPYTF

GQGTKLEIK
SEQ ID NO: 69
Numero de { ATCC VH VH VH VL VL VL Secuencia
clon No. CDR1 CDR2 CDR3 CDRI1 CDR2 CDR3 completa

366.552. | PTA- SDFWG | YISSRG | SAGVT [ RASQGI | VASSLQ [ QQANS [VH

1131 8787 STNYN- | DFDF SSWLA |S FPLT MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLQESGPGLVKPSETLS
SEQ 1D | PSLKR LTCTVSGGSISSDFWGWIRQPPGKGLEWIGYISSRGSTNY
NO: 79 SEQ ID|SEQ ID|SEQ ID(SEQ ID {NPSLKRRVTISVDTSRNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARS
SEQ ID|NO:83 |NO:87 |NO:89 [NO:91 AGVTDFDFWGQGTLVTVSS
NO: 81
SEQ ID NO:77

MDMMVPAQLLGLLLLWFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVG

DRVTITCRASQGISSWLAWYQHKPGKAPKLLIYVASSLQ

SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQANSFPL
TFGGGTKVEIK

SEQ ID NO:85

IB: Expresion del clon 362.78.1.44 inmunoglobulina, genes de cadena pesada y ligera en una linea de células de

mamifero para producir 362.78-CHO

[0139] EI anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano (derivado de clon de hibridoma 362.78.1.44) se expres6 en
células CHO utilizando dos casetes de expresion. La cadena VH se fusiond a una region constante de IgG1 humana
modificada. La 1gG1 modificada, 1gG1.1, contenia cinco sustituciones de aminoacidos para reducir las funciones
efectoras. La cadena pesada de anti-IL-21 humana de humano se uni6é a un marcador seleccionable de dihidrofolato
reductasa (DHFR) con una secuencia de sitio interno de entrada ribosomal (IRES). La expresién de la cadena
pesada de anti-IL-21 humana de humano y el marcador seleccionable de DHFR se dirigieron por un promotor
sintético constitutivo que consiste en una fusién del promotor de citomegalovirus humano (CMV) y el
potenciador/promotor del virus del sarcoma mieloproliferativo (MPSV). La sefial de poliadenilacién del virus 40
(SV40) de simio se utilizd para terminar la transcripcién en el extremo del marcador seleccionable de DHFR. La
cadena VL se fusiond a la regién constante kappa de inmunoglobulina humana. La cadena ligera de anti-1L-21
humana de humano se unié a un marcador seleccionable con resistencia a la puromicina (puroR) con una secuencia
IRES. La expresion de la cadena ligera de anti-IL-21 humana de humano y el marcador seleccionable de puroR fue
dirigida por un promotor sintético constitutivo que consiste en una fusiéon del promotor de CMV humano y el
potenciador/promotor de MPSV. La sefal de poliadenilacién SV40 se utilizé para terminar la transcripcion en el
extremo del marcador seleccionable puroR. Los casetes de expresion de cadena pesada y ligera de anti-IL-21
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humana se cotransfectaron en células huésped CHO DXB-11. La seleccién de puromicina fue seguida por seleccion
con metotrexato para obtener la expresion alta y estable de anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana. La versién
expresada por CHO del clon de mAb de IL-21362.78.1.44 se referird en los ejemplos posteriores como "362.78-
CHO."

Ejemplo 2-Anticuerpos monoclonales anti-IL-21 se unen a proteinas y péptidos 1L-21

2A. Unién y neutralizacion de péptidos

[0140] La capacidad de anticuerpos monoclonales de unién y neutralizantes anti-IL-21 humano para unirse a IL-21
humana, proteina IL-21 humana mutante, y péptidos sintéticos derivados de la secuencia de IL-21 humana se
demostrd en el formato de ensayo de ELISA directo.

[0141] Se utilizaron los siguientes péptidos:

péptido # 1 ((SEQ ID NO: 3) piroGlu GQDRHMIRMRQLIDIVDQLKC;
péptido # 2 ((SEQ ID NO: 4) NDLVPEFLPAPEDVETNC,

péptido # 3 ((SEQ ID NO: 5) NVSIKKLKRKPPSTNAGRRQKHRLTC,
péptido # 4 ((SEQ ID NO: 6) y CDSYEKKPPKEFLERFKSLLQKMIHQHLS

[0142] La [I-21 recombinante humana (SEQ ID NO: 2), péptidos sintéticos derivados de la secuencia de IL-21
humana; y IL-21 recombinante mutante humana (SEQ ID NO: 7) se inmovilizaron por separado sobre la superficie de
placas ELISA de poliestireno de 96 pocillos en un volumen de 100 pl/pocillo a una concentracién de 1 pg/ml en
tampon de Recubrimiento (0,1 M Na>COs, pH 9,6). Las placas se incubaron durante la noche a 4°C, después de lo
cual se aspiro la proteina no unida y se lavaron las placas dos veces con 300 pl/pocillo de tampén de lavado (PBS-
Tween definido como 0,137M NaCl, 0,0022M KCl, 0,0067M NazHPO4, 0,0020 M KH, PQOs4, 0,05% v/p polisorbato 20,
pH 7,2). Los pocillos se bloquearon con 200 pl /pocillo de tampdn de bloqueo (PBS-Tween, mas 1% p/v albumina de
suero bovino (BSA)) durante 1 hora, después de lo cual las placas se lavaron dos veces con tampodn de lavado. Las
diluciones de anticuerpos se prepararon de 5% de suero bovino fetal (FBS)/medio de Dulbecco modificado por
Iscove (IMDM) y se ajustaron a 1 ug/ml. Las muestras duplicadas de cada diluciéon de anticuerpo se transfirieron
entonces a las placas de ensayo, 100 pl/pocillo, a fin de unirse a las proteinas anti-IL-21. Después de la incubacion
de 1 hora a temperatura ambiente, los pocillos se aspiraron y las placas se lavaron dos veces como se describe
anteriormente. A continuacion, se afadié a cada pocillo, 100 pl/pocillo, IgG anti-raton de cabra, Fc especifico, o IgG
anti-rata de cabra, Fc especifico, o IgG anmti-humano de cabra, Fc especifico, conjugado a peroxidasa de rabano
picante (HRP) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA) a una dilucién de 1:5000 con medio al 5%
de FBS/IMDM a cada pocillo, y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de la
extraccion del anticuerpo conjugado a HRP no unido, las placas se lavaron cinco veces, se afiadieron 100 pl/pocillo
de tetrametil bencidina (TMB) (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) a cada pocillo y las placas se incubaron
durante 3 minutos a temperatura ambiente. El revelado de color se detuvo mediante la adicién de 100 pl/pocillo de
reactivo de parada TMB a 450 nm (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) y los valores de absorbancia de los
pocillos se leyeron en un instrumento de Molecular Devices Spectra MAX 340 a 450 nm.

Tabla 2

Reactividad del anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano de ratéon a la proteina IL-21 humana, proteina IL-21
humana mutrante y péptidos derivados de la secuencia de IL-21 humana

Ab ani-IL-21 | Unién (B) Ab IL-21 Péptido 1 | Péptido 2 | Péptido 3 | Péptido 4 | Mutante
humana de | Neutralizante | purificado de IL-21
ratén (N) Lote#
Clon # Isotipo
338.5.4 B/IN E10274 [ +/- [0 [0 [0 [0 | +/-
IgG1
338.11.5 B E10276 | +++ [0 [ +++ [0 [ 0 [ +++
1gG1
338.14.3 B E10273 [ +/- [0 [0 [0 IR [0
IgG1
338.15.5 B E10275 | +++ [0 [0 [0 | +++ [0
1gG1
338.28.6 B E10329 [ +++ [0 [0 [0 [0 [ +
1gG1
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339.39.5 B E10330 +++ 0 0 +++ 0 +++
1gG1
Reactividad: Ninguna Débil (+) Moderada | Fuerte
(0) (*++) (+++)
Tabla 3

Reactividad del anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humano de ratéon a la proteina IL-21 humana, proteina IL-21
humana mutrante y péptidos derivados de la secuencia de IL-21 humana

Ab ani-IL-21 | Union (B) Ab IL-21 Péptido 1 | Péptido 2 | Péptido 3 | Péptido 4 | Mutante
humana de | Neutralizante | purificado C-term de IL-21
ratén (N) Lote#
Clon # Isotipo
362.75.1.1 B/N E10364 +++ 0 0 0 +++ 0
IgG
362.78.1.44 | BIN E10554 ++ 0 0 0 0 +
IgG
362.597.3 B/N E10336 +++ 0 0 0 0 ++
IgG
366.328.10 B/N E10416 +++ 0 0 0 0 +++
IgG
366.345.6.11 | B E10476 +++ 0 0 0 0 ++
IgG
366.552.11 B/N E10435 +++ 0 0 0 ++ 0
IgG
Reactividad: Ninguna Débil (+) Moderada (++) Fuerte
(0) (+++)

2B Medicién de las afinidades de unién de anticuerpo monoclonal anti-IL-21 362.78-CHO a IL-21 humana e IL-21 de
mono cynomolgus por resonancia de plasmoén superficial (Biacore)

[0143] EI anticuerpo monoclonal anti-IL-21 362.78-CHO se evalué por su afinidad de unién a IL-21 recombinante
humana y IL-21 recombinante de cynomolgus utilizando resonancia de plasmon superficial.

[0144] Determinacion de afinidad: se midieron las constantes de velocidad cinética y las constantes de equilibrio de
disociacion para la interaccién del anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana 362.78-CHO con IL-21 humana y IL-21
de cynomolgus a través de resonancia de plasmén superficial. La constante de velocidad de asociacion (ka (M s 1))
es un valor que refleja la velocidad de la formacion del complejo antigeno-anticuerpo. La constante de velocidad de
disociacion (kg (3'1)) es un valor que refleja la estabilidad de este complejo. Al dividir la constante de velocidad de
disociacién por la constante de velocidad de asociacién (kd)/ka) se obtiene la constante de equilibrio de disociacién
(Kp (M)). Este valor describe la afinidad de unién de la interaccion. Los anticuerpos con Kp similares pueden tener
constantes de velocidad de asociacion y disociacion muy variables. En consecuencia, la medicion de ka y kq de
anticuerpos ayuda a describir de forma mas exclusiva la afinidad de la interaccion anticuerpo-antigeno.

[0145] Materiales y métodos: Se realizaron estudios de cinética de unién y afinidad en un sistema Biacore T100®
(GE Healthcare, Piscataway, NJ). Los métodos para la Biacore T100® se programaron utilizando BIACORE T100®
Software de Control, v 1.1.1. Para estos experimentos, el anticuerpo 362.78-CHO fue capturado sobre un chip
sensor CM4 a través de un anticuerpo IgG Fc-gamma de cabra anti-humano (Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA), o se biotinilé minimamente con una relaciéon de masas 1:100 de sulfo-NHS-LC-biotina (Pierce, Rockford,
IL) en un tampdn de PBS pH 7,4 y a continuacion se capturd sobre un chip de estreptavidina (SA) Todos los
experimentos de unién se realizaron a 25°C en un tampén de HEPES 10 mM, NaCl 300 mM, 5 mM CacCly, 0,05%
tensioactivo P20 (Biacore), 1 mg/ml de albumina de suero bovino, pH 8,0.

[0146] Para los experimentos con el anticuerpo IgG1Fc-gamma de cabra anti-humano, el anticuerpo de captura se
diluyé a la concentracion de 50 pg/ml en 10 mM de acetato de sodio pH 5,0, y a continuacion se inmovilizé

27




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2572231713

covalentemente a las cuatro celdas de flujo de un chip sensor CM4 usando quimica de acoplamiento de amina
(EDC:NHS). Después de la inmovilizacién del anticuerpo, los sitios activos restantes en la celda de flujo se
bloquearon con 1 M de etanolamina. Se obtuvo una densidad de anticuerpo de captura de aproximadamente 3500
RU. El anticuerpo anti-IL-21 362.78-CHO fue capturado en la celda de flujo 2, 3, y 4 del chip CM4 s tres densidades
diferentes (que van desde 25 hasta 150 RU). La captura del anticuerpo 362.78-CHO en la superficie inmovilizada se
realizé a una velocidad de flujo de 10 pl/min. El instrumento Biacore mide la masa de proteina unida a la superficie
del chip sensor, y por lo tanto, se verific la captura del anticuerpo de prueba para cada ciclo. Se prepararon
diluciones en serie de IL-21 recombinante humano o IL-21 recombinante de cynomolgus (ZymoGenetics) a partir de
40 nM - 0,003 nM (diluciones en serie 1:5). Las diluciones en serie se inyectaron sobre la superficie y se dejo que se
unieran especificamente al anticuerpo 362.78-CHO capturado en el chip sensor. Se realizaron inyecciones
duplicadas de cada concentracion de antigeno IL-21 con un tiempo de asociacion de 6,5 ¢ 7 minutos y el tiempo de
disociacién de 10, 15, o 60 minutos. Se llevaron a cabo estudios de unién cinéticos con un flujo de 50 pl/min. Entre
los ciclos, la celda de flujo se lavd con acido clorhidrico 20 mM para regenerar la superficie. Esta etapa de lavado
eliminé tanto el anticuerpo de prueba capturado como cualquier antigeno unido de la superficie de anticuerpo
inmovilizado. El anticuerpo 362.78-CHO fue capturado posteriormente de nuevo en el siguiente ciclo.

[0147] Para los experimentos con 362.78-CHO minimamente biotinilado, el anticuerpo biotinilado se capturé en la
celda de flujo 2, 3, y 4 del chip SA a tres densidades diferentes (que van desde 150 hasta 1200 RU). La captura del
anticuerpo 362.78-CHO biotinilado a la superficie se realizé6 a una velocidad de flujo de 10 pl/min. Se prepararon
diluciones en serie de IL-21 recombinante humano o IL-21 recombinante de cynomolgus (ZymoGenetics) a 50 nM -
0,001 nM (diluciones en serie 1:4) o 40 nM-0,003 nM (diluciones en serie 1:5). Estas diluciones en serie se
inyectaron sobre la superficie y se dejo que se uniera especificamente al anticuerpo 362.78-CHO capturado en el
chip sensor. Las inyecciones por duplicado de cada concentracion de antigeno de IL-21 se llevaron a cabo con un
tiempo de asociacion de 6,5 6 7 minutos y un tiempo de disociacién de 10, 15, o 60 minutos. Se llevaron a cabo
estudios de unién cinéticos con un flujo de 50 pl/min. Entre los ciclos, la celda de flujo se lavd con acido clorhidrico
20 mM para regenerar la superficie. Esta etapa de lavado elimin6 cualquier antigeno unido de la superficie de
anticuerpo inmovilizado. El ciclo de lavado no eliminé el anticuerpo 362.78-CHO biotinilado de la superficie del
sensor, y el anticuerpo estaba posteriormente disponible para unirse a la siguiente muestra de antigeno.

[0148] Los datos se compildaron usando el software Evaluacion de BIACORE T100® (version 1.1.1). Los datos se
procesaron restando las inyecciones de la celda de flujo de referencia y inyecciones de blanco. La estabilidad de
linea de base se evalué para asegurar que la etapa de regeneracion proporcionaba una superficie de unién
consistente a lo largo de la secuencia de inyecciones. Las curvas de inyeccién por duplicado se comprobaron por su
reproducibilidad. En base a la unién del IL-21 monovalente a un anticuerpo bivalente, el modelo de interaccion de
union 1:1 se determiné que era apropiado. Las curvas de union con la referencia restada de tres celdas de (FC2-1,
FC3-1, FC4-1) fueron globalmente ajusteadas al modelo de unién 1:1 con un Rmax multiple y con la Rl a cero. Los
datos se ajustan bien aI modelo de unién 1:1 con buena concordancia entre las curvas de unidon experimental y
teorica. Los errores chi? y estandar asociados a los ajustes fueron bajos. No hubo ninguna tendencia en los residuos.

[0149] Resultados: Para la interaccion de 362.78-CHO con IL-21 humana, los datos se compllaron a partir de cuatro
experimentos separados. La ka de los multiples experimentos varié de 3E+07 a 5+07 ( ) mientras que la kd
vari6 de 3E-06 a 3E-05 (s ) La Kp calculada vari6é de 0,9E-13 a 8E-13 (M).

[0150] Para la interaccién de 362.78-CHO con IL-21 de cynomolgus, los datos se compilaron a partir de tres
experlmentos separados. La ks era 3E+07 (M s ) para cada experimento, mientras que la kq varié de 2E-04 a 5E-04
(s ). La Kp calculada varié de 0,9E-11 a 2E-11 (M).

Ejemplo 3 Experimentos de reactividad cruzada de especies

[0151] Determinacién de la capacidad de anticuerpos anti-IL-21 humana a reaccion cruzada y union a proteina de IL-
21 murino o de mono cynomolgus o péptidos sintéticos derivados de secuencia de IL-21 humana.

[0152] Los estudios de reactividad cruzada de especies pueden ser importantes para demostrar la especificidad de
las estrategias de desarrollo de antagonistas terapéuticos. Con el fin de determinar si los elementos de unién y
neutralizacion de anti-IL-21 humana descritas en este documento pueden reaccionar de forma cruzada y unirse a IL-
21 murino o de Cynomolgus (y por lo tanto, justificar el mono cynomolgus o ratén como una especie de ensayo
viables), era necesario demostrar la unién comparable de los anticuerpos frente a IL-21 recombinante humano,
murino y de mono cynomolgus en los diversos formatos de ensayo. Uno de los métodos para ensayos de union de
los anticuerpos monoclonales es por su rendimiento en los ensayos de inmunotransferencia (transferencia Western).
La IL-21 recombinante humana (SEQ ID NO: 2), IL-21 recombinante murina (SEQ ID NO: 11), IL-21 recombinante de
cynomolgus (SEQ ID NO: 9), péptidos sintéticos derivados de la secuencia de IL-21: péptido # 1 pyr30-K50 (SEQ ID
3), péptido # 2 N54-C71 (SEQ ID NO: 4), péptido # 3 N97-C122 (SEQ ID NO: 5), péptido # 4 C125-S153 (SEQ ID
NO: 6) conjugado a ovoalbumina, o una citoquina control irrelevante, IFN-A recombinante humana (ZymoGenetics)
se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) utilizando geles de
poliacrilamida 4-12% BisTris (Invitrogen, Inc.) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa utilizando métodos
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estandar y un tampon que contenia Tris 25 mM, glicina 186 mM y 40% de metanol.

[0153] Para las transferencias Western, los sitios no especificos en las membranas se bloquearon con un tampén
que contiene Tris 20 mM, pH 7,4, EDTA 0,5 mM, Igepal CA-630 al 0,5%, NaCl 150 mM, gelatina al 0,25%, y solucién
de bloqueo hidrolizado de caseina al 1% (reactivo de bloqueo Western, Roche Diagnostics, Inc., Basilea Suiza)
(tampodn de bloqueo). Las membranas se incubaron a continuacion durante 2 horas a temperatura ambiente con el
anticuerpo monoclonal purificado (10 ng/ml o 100 ng/ml) en el tampén de bloqueo seguido por una incubacion de 2 h
con anti-lgG humana de burro conjugada con peroxidasa (Jackson Laboratories, Bar Harbor, YO). Las membranas
se lavaron 5 veces con el tampoén de bloqueo TrissEDTA/IGEPAL/NaCl/gelatina que carecia de hidrolizado de
caseina y se reveld con soluciéon de luminol/potenciador/peroxidasa SUPERSIGNAL® DuraWest (Pierce, Rockford,
IL) para la deteccion de quimioluminiscencia. Las transferencias se visualizaron utilizando métodos estandar en base
a peliculas de rayos X.

29



ES 2572231713

0 1] 0 1] 0 0 0 4'69599¢
0 0 0 0 +++ +++ +++ L1 25599
0 0 0 0 +++ +++ i+ £l 64F99€
0 1] 0 1] +++ +++ +++ 0L ¥¢ €97 99¢
0 0 0 0 +++ +++ +++ 0857 99¢
0 0 0 0 +++ +++ +++ 9€£786€°99¢
0 0 0 0 0 ++ + ¢l 115998
0 0 0 0 0 0 0 L9 GFE99E
0 0 0 0 +++ +++ +++ 8ere99¢e
0 0 0 0 0 + + 01 g2e99g
+++ 0 0 0 +++ +++ ++ T TEYTIE
0 0 0 0 -+ ++ ++ £/65¢9¢
0 0 0 0 0 ++ ++ 7L ¥95 298
0 0 0 0 0 + -+ £'89F ¢3¢
+ 0 0 0 +++ +++ +++ L 8LE 9L
0 0 0 0 0 0 0 L'L"e0E¢9¢e
0 0 0 0 0 0 0 L'95¢°¢9E
0 0 0 0 0 I+ 0 (=] XA 1>
0 0 0 0 +++ +++ +++ ¢l coe
0 0 0 0 0 0 0 € 1'80L¢9g
0 0 0 0 0 + ++ L84 C9¢e
+++ 0 0 0 +++ +++ ++ L L'GLE9E
0 0 0 0 +++ +++ +++ £ 18T
0 0 0 0 0 0 0 & L'geeae
€51V NH LG4 LW NH 0521V YriLv

+ 1Z-11 opiidad + 12-71 opidad NH + Lz-71 opidad nH + | Z-11 opidad N LE-l OUAd LZ-I ny el =400

WalSaps EDU2I2JSUED 2p SISIEUE U2 BUELUNY | Z-]|-IUE SOUEWNL S2]EU020UOW SodIanINuUE ap PEPIANDESY

¥ ElqeL

30



ES 2572231713

eujwngieao e sopebnfuod sopidad+ y-Nd| u0d Sajeyas uoJenasqo 3s ou aS, | (+++)esuaul | (++)epesspow | (+)pagp [ (o) eunbuiN | -pepianoesy
0 D 0 0 ++ +++ ++ ¥Z 929898
D 0 0 0 +++ +++ +H+ 5 g8 /98
i i 0 0 + ++ + 0Z819°99¢
i i 0 i +++ +++ +H+ 1 119°99¢
zellY LGLLY NH DSLLY NH + rriLY
Ny + 1z-71 opidad + 1Z-71 opndad 1z opidad | nH + LZ-1 opndad np Lzl oukd 1zl ny |zl Luo[o

W2]53 )4 BIDUSISISUED 2P SIS|[EUE U2 BUBLLINLY | Z-/-IUE SOUBLUNY S2[eU0jJ0U0LU Sodiananue ap PEPIANDEaY

(ugizenuURUOD) ¢ ElqEL

31



10

15

20

ES 2572231713

Ejemplo 4 Evaluacién de la capacidad de anticuerpos anti-IL-21 humana para reaccionar de forma cruzada y unirse
a citosinas de la familia yc humana IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15

[0154] Otra caracteristica importante de un anticuerpo especifico es la capacidad del anticuerpo para unirse a y
antagonizar la proteina o proteinas diana, pero no unirse a proteinas relacionadas (no diana) en un grado
significativo. La capacidad de los anticuerpos anti-IL-21 humana de unirse a citoquinas relacionadas se puso a
prueba en el formato de transferencia de Western. Se obtuvieron muestras de todos los miembros de la familia de
citoquinas cy y se ejecutaron en SDS-PAGE vy se transfirieron a membranas de nitrocelulosa para la transferencia.
Se usaron IL-2 humana (202-IL/CF), IL-4 humano (204-IL/CF), IL-7 humana (207-IL/CF), IL-9 humana (209-IL/CF),
IL-15 humana (247-IL/CF), todas obtenidas de R & D Systems, Minneapolis MN), IL-21 humana (ZymoGenetics) y
IFN-A humana recombinantes (Patentes de Estados Unidos 6.927.040; 7.252.969) para evaluar la especificidad de
los anticuerpos. Todos los anticuerpos ensayados no mostraron union detectable por encima del fondo de las
citoquinas de la familia cy, excepto IL-21 humana, donde se observdé una unidén clara, coherente con las
transferencias Western anteriores utilizando estos anticuerpos (véase el Ejemplo 3).

Tabla 5:
Reactividad de anticuerpos monoclonales anti-IL-21 humana a citosinas yc en andlisis de transferencia Western
Clon IL-2 hu IL-4 hu IL-7 hu IL-9 hu IL-15 hu IL-21 hu Control
negativo
IFNA hu
362.597.3 0 0 0 0 0 ++ 0
362.75.1.1 0 0 0 0 0 +++ 0
362.78.1 0 0 0 0 0 + 0
362.564.1.4 0 0 0 0 0 ++ 0
366.328.10.63 | O 0 0 0 0 ++ 0
366.552.11.31 | O 0 0 0 0 +++ 0
366.617.7 0 0 0 0 0 +++ 0
Reactividad: Ninguna (0) débil (+) moderada Intensa
(++) (+++)
Tabla 6:
Reactividad de anticuerpos monoclonales de ratén y rata anti-IL-21 humana en analisis de transferencia Western
Clon# IL-21 hu IL-21 IL-21 Mu Péptido IL- | Péptido IL- | Péptido IL-21 | Péptido IL-
cyno 21 +hu | 21 +hu | +hu A1751 21 +hu

A1744 A1750 A1752
Clones de
ratéon
338.5.4 0 0 0 0 0 0 0
338.11.5 +++ +++ +/- 0 +++ 0 0
338.14.3 + + 0 0 0 0 0
338.15.5 +++ +++ ++ 0 0 0 +++
338.17.3 +++ ++ + 0 0 ++ 0
338.24.5 +++ + 0 0 0 ++ 0
338.25.6 +++ +++ +++ 0 0 0 0
338.28.6 +/- 0 0 0 0 0 0
338.29.2 +++ +++ 0 +++ 0 0 0
338.39.5 +++ +++ 0 0 0 0 0
Clones de
rata
272.19.1.1. +++ +++ +++ ++ 0 0 0
4.2
272.21.1.3. | +++ +++ + 0 0 0 0
4.2
Reactividad: | Ninguna débil (+) | moderada | Intensa (+++) *No se | +péptidos se

0) (++) observaron conjugaron
sefiales con | con
IFN-A ovalbumina
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Ejemplo 5 Estudios “binning” de epitopos competitivos

[0155] Se realizaron experimentos “binning” de epitopo para determinar qué anticuerpos monoclonales anti-1L-21
son capaces de unirse simultaneamente a la IL-21 humana. Se representaron los anticuerpos humanos y de ratén.
Los anticuerpos monoclonales anti-IL-21 que compiten por el mismo sitio de unién (epitopo), o se solapan, en el
antigeno no son capaces de unirse simultaneamente y estan agrupados funcionalmente en una sola familia o "bin de
epitopo”. Los anticuerpos monoclonales anti-IL-21 que no compiten por el mismo sitio de unién del antigeno son
capaces de unirse simultaneamente y se agrupan en familias separadas o "bins de epitopo”. Los experimentos se
realizaron utilizando un instrumento BIACORE T100®. Los experimentos de “binning” de epitopo se realizaron con
IL-21 humana soluble (ZymoGenetics) como antigeno humano.

[0156] Se realizaron estudios de “binning” de epitopos en un sistema BIACORE T100® (GE Healthcare, Piscataway,
NJ). Los métodos fueron programadas utilizando BIACORE T100® Software de Control, v 1.1.1. Anticuerpos
monocloanles anti-IL-21 individuales se inmovilizaron covalentemente a celdas de flujo separadas de un chip sensor
BIACORE CM4. Posteriormente, el antigeno de IL-21 se inyectd y se dejé unirse especificamente al anticuerpo
monoclonal inmovilizado en el chip sensor. El instrumento BIACORE mide la masa de proteina unida a la superficie
del chip sensor, y por lo tanto, se verificd la inmovilizacion del anticuerpo primario de una pareja de prueba y la unién
especifica del antigeno de IL-21 con el anticuerpo primario para cada ciclo de ensayo. Después de la union del
antigeno de IL-21, se inyecté un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 secundario y se dej6 unirse. Si el anticuerpo
monoclonal anti-IL-21 secundario era capaz de unirse al antigeno de manera simultanea con el anticuerpo
monoclonal primario, se detectaba un aumento de masa en la superficie del chip, o de unién. Si, sin embargo, el
anticuerpo monoclonal anti-IL-21 secundario no era capaz de unirse al antigeno de manera simultanea con el
anticuerpo monoclonal primario, no se detectd masa adicional, o unién. Cada anticuerpo monoclonal anti-IL-21
probado contra si mismo se utilizé como control negativo para establecer el nivel de la sefial de fondo (no unién).

[0157] Se completaron una serie de experimentos para probar las propiedades de unién de anticuerpos
monoclonales anti-IL-21 purificados obtenidos a partir de fusiones de hibridoma de los bazos de ratones inmunes a
la IL-21 humana. El primer anticuerpo monoclonal anti-IL-21 de una pareja de ensayo se inmovilizé covalentemente
usando EDC:NHS hasta una densidad de aproximadamente 1000 RU. El antigeno de IL-21 se diluyd hasta 100 nM y
se dejo fluir sobre la superficie del anticuerpo inmovilizado. Posteriormente, el anticuerpo secundario de una pareja
de prueba se diluyé a 5 pg/ml (aproximadamente 32,2 nM) y se dej6é unir al antigeno de IL-21 capturado. Un
subconjunto de los anticuerpos monoclonales anti-IL-21 se ensay6é como el anticuerpo primario en combinacién con
el panel completo de anticuerpos monoclonales anti-IL-21 secundarios. Los experimentos de unién se realizaron con
una velocidad de flujo de 30 pl/min a 25°C. El tampén para estos estudios consistia en Hepes 10 mM, NaCl 0,3 M,
0,05% de tensioactivo P20, 5 mM CaCl;, 1 mg/ml de albumina de suero bovino, pH 8,0. Entre los ciclos, el
anticuerpo en el chip se regenerd con acido clorhidrico 20 mM. Los datos se compilaron utilizando BIACORE T100®
(software de Evaluacion (version 1.1.1)), a continuacion se cargd en EXCEL® para el procesamiento de datos
adicionales.

[0158] Los anticuerpos monoclonales anti-IL-21 purificados se caracterizaron y se asignaron en “bins” de epitopos.
La sefial (RU, unidades de respuesta) descrita por el BIACORE esté directamente correlacionada con la masa sobre
la superficie del chip sensor. Una vez establecido el nivel de seial de fondo (RU) asociado con los controles
negativos (el mismo anticuerpo monoclonal anti-IL-21 se utiliza tanto como el anticuerpo primario y secundario), se
indicaron los resultados de “binning” como positivo o negativo. Unién positiva indica que dos anticuerpos
monoclonales anti-IL-21 diferentes son capaces de unirse al antigeno al mismo tiempo. Unién negativa indica que
dos anticuerpos monoclonales anti-IL-21 diferentes no son capaces de unirse al antigeno al mismo tiempo. El
diferencial entre los valores de respuesta positiva y negativa en este experimento fue significativa y permitié una
asignacion inequivoca de los anticuerpos monoclonales anti-IL-21 en seis familias distintas, o “bins” de epitopos. El
primer “bin” de epitopo estaba representada por anti-anticuerpos monoclonales IL-21 de, por ejemplo, los clones
338.5.4; 362.78.1; y 362.597.3. El segundo “bin” estaba representado por los anticuerpos monoclonales anti-IL-21
de, por ejemplo, los clones 338.14.3; 362.75.1.1; y 366.328.10. Se ha encontrado un tercer “bin” adicional para
solapar los epitopos de unién de los anticuerpos de bin # 1 y bin # 2. Se representa por el anticuerpo monoclonal de,
por ejemplo, el clon 366.552.11. Los anticuerpos que neutralizan IL-21 se encuentran en cada uno de estos tres
“bins”.

[0159] Se identificaron tres “bins” de epitopos adicionales. Cada uno de estos “bins” fue representado por el
anticuerpo monoclonal de, por ejemplo, los clones de hibridoma 366.345.6.11 (bin # 4), 338.28.6 (bin # 5), y
338.39.5 (bin # 6). Los anticuerpos identificados en estos tres “bins” no neutralizan la bioactividad de IL-21 humana.

Ejemplo 6 - Estudios de competicidn de los receptores solubles

[0160] Se realizaron experimentos de competicidon para determinar qué anticuerpos monoclonales anti-IL-21 humana
son capaces de unirse a IL-21 simultaneamente con el receptor soluble de IL-21. Los anticuerpos monoclonales anti-
IL-21 humana que compiten con el receptor soluble para el mismo sitio de unién (epitopo), o se solapan, en el
antigeno no son capaces de unirse simultaneamente. Los anticuerpos monoclonales anti-IL-21 que no compiten con
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el receptor soluble para el mismo sitio de unién en el antigeno son capaces de unirse de forma simultanea. Los
experimentos de competicion se realizaron con IL-21 humana recombinante soluble como antigeno. El antigeno de
IL-21 se dejo unirse al anticuerpo monoclonal antes de la competicidon con el receptor soluble de IL-21. Se utilizaron
dos versiones del receptor soluble de IL-21 (ambos producidos por ZymoGenetics) para el analisis de anticuerpo
monoclonal en estos estudios: Una version del receptor consiste en un receptor homodimérico (IL-21R-Fc)
compuesto por el dominio extracelular del receptor de IL-21 fusionado a una molécula de Fc derivada de
inmunoglobulina humana. La segunda forma del receptor soluble era un receptor heterodimérico (IL-21R/y-Fc)
compuesto de una subunidad que comprende el dominio extracelular del receptor de IL-21 fusionado a una molécula
de Fc derivada de inmunoglobulina humana y una segunda subunidad que comprende el dominio extracelular de la
cadena y comun fusionada a una molécula de Fc derivada de inmunoglobulina humana, como se describe en la
Patente de Estados Unidos 6.777.539 del mismo solicitante.

[0161] Se realizaron estudios de competicién en un sistema de BIACORE T100® (GE Healthcare, Piscataway, NJ).
Los métodos fueron programados usando el Software de Control de BIACORE T100®, v 1.1.1. Anticuerpos
monoclonales anti-IL21 individuales se inmovilizaron covalentemente a células de flujo separadas de un chip sensor
BIACORE CM4. Posteriormente, se inyecto el antigeno de IL-21 (SEQ ID NO: 2) y se dejé unir especificamente al
anticuerpo monoclonal inmovilizado en el chip sensor. El instrumento de Biacore mide la masa de proteina unida a la
superficie del chip sensor, y por lo tanto, se verificd la inmovilizacion del anticuerpo primario y la unién del antigeno
de IL-21 con el anticuerpo primario especifico para cada ciclo de ensayo. Después de la unién del antigeno de IL-21,
se inyecto el receptor soluble y se dejo unirse. Si el receptor soluble era capaz de unirse al antigeno de manera
simultanea con el anticuerpo monoclonal primario, se detectaba un aumento de masa en la superficie del chip, o de
union. Si, sin embargo, el receptor soluble no era capaz de unirse el antigeno de forma simultanea con el anticuerpo
primario monoclonal, no se detectaba masa adicional, o unién. Cada anticuerpo monoclonal anti-IL-21 probado
contra si mismo se utiliz6 como control negativo para establecer el nivel de la sefial de fondo (no unién). Como
control positivo, cada anticuerpo monoclonal anti-IL-21 se ensay6 frente a un anticuerpo anti-IL-21 de un “bin” de
epitopo diferente para determinar el nivel de sefial positiva (de union).

[0162] Se completaron una serie de experimentos para probar las propiedades de union de 5 anticuerpos
monoclonales anti-IL-21 purificados (de clones de hibridoma 362.78.1, 366.75.1.1, 366.328.10, 366.552.11.31, y
366.345.6.11) que se unen a IL-21 humana. El primer anticuerpo monoclonal anti-IL-21 de una paejar de ensayo se
inmovilizé covalentemente usando una mezcla de 0,4 M EDC [N-etil-N'-(3-dietilamino-propil)carbodiimida] y 0,1 M
NHS (N-hidroxisuccinimida) hasta una densidad de aproximadamente 1000 RU. Después de la inmovilizacion del
anticuerpo, los sitios activos en la celda de flujo se bloquearon con etanolamina 1 M. El antigeno de IL-21 se diluyd
hasta 100 nM y se dejo fluir sobre la superficie del anticuerpo inmovilizado. Posteriormente, el receptor soluble se
diluyé a 10 pg/ml y se dejoé unir al antigeno de IL-21 capturado. Los experimentos de union se realizaron con una
velocidad de flujo de 30 pl/min a 25°C. El tampdn para estos estudios consistia en Hepes 10 mM, NaCl 0,3 M,
tensioactivo P20 al 0,05%, CaCl, 5 mM, 1 mg/ml de albumina de suero bovino, pH 8,0. Entre los ciclos, la celda de
flujo se lavd con acido clorhidrico 20 mM para regenerar la superficie. Esta etapa de lavado elimina el antigeno de
IL-21 y cualquier receptor soluble unido de la superficie de anticuerpo inmovilizado, y permitié la posterior unién de la
siguiente muestra de ensayo. Los datos se compilaron utilizando BIACORE T100® (software de evaluacion, version
1.1.1).

[0163] Los anticuerpos monoclonales anti-IL-21 purificados se caracterizaron por su capacidad para competir con el
receptor soluble de IL-21 humana por la unién al antigeno de IL-21. La sefial (RU, unidades de respuesta) indicados
por el BIACORE esta directamente correlacionada con la masa sobre la superficie del chip sensor. Una vez
establecido el nivel de sefal de fondo (RU) asociado con los controles negativos (el mismo anticuerpo monoclonal
anti-IL-21 se utiliza tanto como anticuerpo primario como secundario), se indicaron los resultados de la competicién
como unién positiva o negativa. Unién positiva indica que el anticuerpo monoclonal anti-IL-21 y receptor soluble de
IL-21 son capaces de unirse al antigeno al mismo tiempo. Unién negativa indica que el anticuerpo monoclonal anti-
IL-21 y el receptor soluble de IL-21 no son capaces de unirse al antigeno al mismo tiempo. El diferencial entre los
valores de respuesta positivos y negativos en este experimento fue significativa y permitié una determinacion no
ambigua de la competencia entre los anticuerpos monoclonales anti-IL-21 y receptor soluble de IL-21.

[0164] Los anticuerpos monoclonales de clones de hibridoma 362.78.1 y 366.552.11.31 compitieron con las dos
versiones del receptor soluble de IL-21 (IL-21R-Fc homodimérica y IL-21R/yc-Fc heterodimérica) para la unién al
antigeno de IL-21 humana. Los anticuerpos monoclonales de clones de hibridoma 366.328.10 y 366.345.6.11 no
competian con ninguna version del receptor soluble para la unién al antigeno. El anticuerpo monoclonal del clon de
hibridoma 362.75.1.1 mostré6 competencia parcial para la uniéon con las dos formas del receptor soluble. Estos
estudios se realizaron con el antigeno IL-21 pre-unido al anticuerpo monoclonal. Tres de estos anticuerpos
(362.78.1, 366.328.10, 366.552.11.31) han demostrado neutralizar la IL-21, mientras que los anticuerpos
monoclonales de anticuerpos de los clones de hibridoma 362.75.1.1 y 366.345.6.11, dependiendo del ensayo, eran
muy débiles o no neutralizadores de la bioactividad de IL-21.

Ejemplo 7 Ensayo de bioactividad de IL-21 Baf3/hulL-21R STAT3
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[0165] EIl siguiente bioensayo STAT3 fosforilado se utilizé como cribado principal para medir la neutralizaciéon de
titulos de anti-IL-21 en suero murino, asi como los niveles relativos de neutralizaciéon de IL-21 por sobrenadantes de
hibridoma y los anticuerpos anti-IL-21 purificados. La actividad de IL-21 se determind midiendo el nivel de
fosforilacion de STAT3 después de la interaccion ligando-receptor en las células Baf3/KZ134/hulL-21R (véase
Spolski y Leonard, Annu Rev Immunol, 8 de noviembre 2007). Se determind la actividad de neutralizacién basado en
la disminucion de los niveles de STAT3 fosforilado utilizando una concentracion ECsg de IL-21 y una titulacién de
antagonista.

[0166] Las células Baf3/KZ134/hulL-21R se lavaron dos veces con medio de ensayo (RPMI 1640 con suero bovino
fetal al 5%, 1x Glutamax, 1% de piruvato sddico, y 2 pM beta-mercaptoetanol; todos de Invitrogen, Carlsbad, CA)
antes de sembrarse a 40.000 células/pocillo en placas de cultivo de tejido de base redonda de 96 pocillos (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Las células se colocaron en una incubadora de cultivo de tejidos a 37°C mientras se
prepararon las soluciones de ensayo. Para determinar las concentraciones ECso y ECgo de IL-21 en este ensayo, se
prepararon diluciones en serie de IL-21 humana recombinante en medio de ensayo y se sembraron en una placa
separada de base U de 96 pocillos. Alternativamente, para la prueba de neutralizacién de IL-21, se preincubd una
concentracién ECs de IL-21 (se determind que era 33 pM) con diluciones en serie de suero de ratén inmunizado con
IL-21, medios de hibridoma agotados, anticuerpos IL-21R/yc-Fc humanos solubles purificados o anticuerpos
monoclonales anti-IL-21 purificados. Tanto la placa de células como la placa de solucion se incubaron a continuacion
en una camara de cultivo de tejidos humidificada para equilibrarse durante 30 minutos a 37°C y 5% CO.. Después
de 30 minutos, la reaccion se inicid6 mediante la transferencia de las soluciones de IL-21 a la placa de células e
incubando durante 10 minutos a 37°C y CO; al 5%.

[0167] Después de la incubacién de 10 minutos, las reacciones se detuvieron mediante la colocacion de la placa en
hielo y afadiendo 125 pl de tampdn de lavado celular enfriado en hielo (BIO-PLEX Cell Lysis Kit, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) a cada pocillo . Las células fueron centrifugadas a 1500 rpm a 4°C durante 5 minutos y
los medios se aspiraron. Para lisar las células, se afiadié a cada pocillo 50 pl/pocillo de tampén de lisis (preparado
de acuerdo con las instrucciones del fabricante, Bio-Rad Labs). Los lisados celulares se pipetearon arriba y abajo
cinco veces, mientras estaban en hielo, y se agitaron en un agitador de plataforma de microplacas durante 20
minutos a 600 rpm a 4°C. Las placas se centrifugaron a 3000 rpm a 4°C durante 20 minutos. Se recogieron los
sobrenadantes y se transfirieron a una nueva placa de microtitulaciéon y se mezclaron 1:1 con tampdn de ensayo
(BIO-RAD) para el almacenamiento a -20°C.

[0168] Las microesferas de captura (BIO-PLEX ensayo fosfo-STAT3, Bio-Rad Laboratories) se diluyeron y se
sembraron en una placa de filtro de 96 pocillos (Millipore Corporation, Irlanda) segun las instrucciones del fabricante.
Las placas se lavaron dos veces con tampoén de lavado (BIO-RAD) y se transfirieron a cada pocillo 50 ul de la
mezcla de lisado celular. A continuacion, cada placa se envolvié en papel de aluminio y se agité durante la noche a
temperatura ambiente y 300 rpm. El dia siguiente, la placa se transfirid a un aparato de microtitulaciéon de vacio y se
lavé dos veces con tampodn de lavado. Después de la adicion de 25 ul/pocillo de anticuerpo de deteccion (BIO-RAD),
la placa cubierta con papel aluminio se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos con agitacion a 300 rpm.
La placa se filtré y se lavd dos veces con tampdn de lavado. Se afiadié estreptavidina-PE (50 ul/pocillo; BIO-RAD) y
la placa cubierta con papel aluminio se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos con agitacion a 300 rpm.
La placa se filtré y se lavd dos veces y se resuspendié en 125 pl/pocillo de tampdn de resuspension de microesferas
(BIO-RAD). El nivel de STATS3 fosforilado se evalué a continuacion usando un lector de matrices (BIO-PLEX, Bio-
Rad Laboratories) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los datos fueron analizados utilizando el software
de andlisis (BIO-PLEX Manager 3.0, Bio-Rad Laboratories). Los aumentos en el nivel del factor de transcripcion
STATS3 fosforilado presente en los lisados eran indicativos de una interaccion receptor de IL-21-ligando. Para el
ensayo de neutralizacion, las disminuciones en el nivel del factor de transcripcion STAT3 fosforilado presente en los
lisados eran indicativos de la neutralizacion de la interaccion receptor de IL-21-ligando. Los valores de ICso
(concentracion de antagonista que produce una inhibicion del 50 por ciento de la actividad del ligando) se calcularon
usando GraphPad Prism®4 (GraphPad Software, Inc., San Diego CA) y se expresaron como concentraciones
molares para cada reactivo en el ensayo de neutralizacion.

[0169] IL-21 indujo la fosforilacién de STAT3 de una manera dependiente de la dosis con una concentracion ECsg
que se determind que era de aproximadamente 33 pM. La Tabla 7 resume los valores de ICsq para el control positivo
(proteina de fusion de IL-21R/yc-Fc humana soluble) y los elementos de neutralizacion de IL-21 descritos en este
documento. Estos datos indican que los elementos neutralizantes de IL-21 se mantuvieron activos y eran igual o
mejor que el control positivo en la reduccién de la fosforilacion de STAT3 inducida por IL-21.

Tabla 7: Valores ICso en ensayo de fosforilacion de STAT-3

1Cs0 (pM) Exp # 1 1Cs0 (pM) Exp # 2 ICs0 (pM) Exp # 3
hiL-21R/yc-Fc 25 102 140,2
Clon de mAb de II-21 #
362.75.1 No neut.
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362.78.1 14 60

362.78.1.44 41 66,7
362.78-CHO (A2162F) 42,0
366.2328.10.63 210

366.552.11.31 59

366.617.7 69

366.345.6.11 Débil

* Experimento 3 se realiz6 utilizando 96 pM de IL-21

Ejemplo 8 Ensayo de bioactividad de STAT-luciferasa en IL-21 Baf3/hulL-21R

[0170] Este ensayo de 24 horas mide la actividad de STAT-luciferasa inducida por IL-21 en células transfectadas
Baf3/KZ134/hulL-21R. Las células transfectadas Baf3/KZ134/hulL-21R se lavaron dos veces con medio de ensayo
(RPMI 1640 sin rojo de fenol con suero bovino fetal 5%, 1x Glutamax, 1% de piruvato sédico, y 2 uM beta-
mercaptoetanol; todos de Invitrogen, Carlsbad, CA) antes de sembrarse a 40.000 células/pocillo en placas de cultivo
blancas opacas de base plana de 96 pocillos (Corning/Costar, Lowell, MA). Las células se colocaron después en una
incubadora de cultivo de tejidos, mientras que se prepararon las soluciones de ensayo. En una placa separada, la IL-
21 se mezclé con cualquiera de medio o una gama de antagonistas de IL-21 (anticuerpos monoclonales o receptor
IL-21/yc-Fc soluble humana). Una vez mezclados, esta placa también se transfirié a una incubadora de cultivo de
tejidos humidificada a 37°C. Después de 30 minutos, las soluciones de ensayo se transfirieron a la placa de células y
se mezclaron. A continuacion, esta placa se colocé de nuevo en la incubadora durante 24 horas. Después de 24
horas, las células se retiraron de la incubadora y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Cada pocillo se diluyo
1:1 con un volumen de 100 pl de reactivo de luciferasa Steady Glo (Promega, Madison, WI) y se mezclé a fondo. La
placa se cubrid y se agitdé a temperatura ambiente durante 10 minutos y las unidades relativas de luciferasa (RLU) se
midieron en un luminémetro.

[0171] Para determinar las concentraciones de ECso y ECgo de IL-21 en este ensayo, se ensayaron diluciones en
serie de IL-21 humana recombinante que van de 0 a 100 ng/ml. La concentracién ECg de IL-21, ~ 15 ng/ml (961
pM), se utilizd en experimentos de neutralizacién posteriores. En estos experimentos, los clones 362.78.1 (y su
subclon 362.78.1.44 y homodlogo expresado en CHO, 362.78-CHO; véase el Ejemplo 1) y 362.328.10.63
demostraron la actividad anti-IL-21 mas potente, con concentraciones ICsg en el rango de 300-850 pM, mientras que
los valores de ICsq para el control receptor IL-21/yc-Fc humano soluble oscilé entre 650-1830 pM. Las actividades
relativas de los elementos de neutralizacidn descritos en el presente documento se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8: Valores ICsp en ensayo de STAT-luciferasa de 24 horas

ICs0 (pM) Exp #1 ICs0 (pM) Exp # 2 ICs0 (PM) Exp # 3
hIL-21R/yc-Fc 650-850 1830
Clon de mAb de IL-21 #
362.75.1 No neut.
362.78.1 400 775 760
362.78.1.44 850
362.78-CHO (A2162F) 533
366.328.10.63 300-500
366.552.11.31 2400
366.617.7 6360
366.345.6.11 3184

Ejemplo 9 Reaccién cruzada a la actividad de IL-21 de mono Cynomolgus, murino o de rata

[0172] Los estudios de reaccion cruzada (especialmente para la reactividad cruzada de primates no humanos) son
importantes de completar antes de los estudios de farmacologia de preclinica/toxicologicos en el desarrollo de un
antagonista terapéutico. Con el fin de determinar si lo elementos neutralizantes de anti-IL-21 humana descritos en
este documento pueden reaccionar de manera cruzada y neutralizar la actividad inducida por IL-21 de cynomolgus,
IL-21 murino o IL-21 de rata (y por lo tanto, justifcar los monos cynomolgus, ratones y/o ratas como especies de
prueba viables), primero fue necesario demostrar la bioactividad de IL-21 recombinante de cynomolgus, murina y de
rata. Se utilizaron métodos para ensayos de actividad de STAT-luciferasa de IL-21 descritos en el Ejemplo 8 para
determinar los valores de ECso y ECg para IL-21 recombinante humana, de cynomolgus, murina y de rata (todos
producidos en ZymoGenetics). Los resultados indican que los niveles de actividad de STAT-luciferasa inducida por
IL-21 humano, cynomolgus y murino en este ensayo difieren ampliamente. Los valores de ECg utilizados en los
experimentos posteriores se determiné que eran los siguientes: 961 pM para la IL-21 humana; 102 pM para IL-21 de
mono cynomolgus; 6,41 nM para la IL-21 de ratén y 1,08 nM para la IL-21 de rata. El receptor soluble de IL-21 (hIL-
21R/yc-Fc) neutralizaba los efectos de cynomolgus, murina y de rata.
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[0173] IL-21. La adicion de los anticuerpos monoclonales anti-IL-21 purificados mostrados en la Tabla 9 neutralizaba
La IL-21 de cynomolgus en diversos grados, pero no neutralizé la IL-21 murina o de rata (cabe indicar que s6lo
362.78-CHO y 366.552.11 se ensayaron frente a IL-21 de rata). Los valores de ICsg para la neutralizacion de IL-21
de cynomolgus por los elementos de neutralizacion descritos en este documento oscilaron entre -100 pMy 431 pM y
se resumen en la Tabla 9. Cabe sefialar que los mejores anticuerpos neutralizantes de IL-21 humana eran todos
capaces de neutralizar eficazmente IL-21 de cynomolgus, pero no IL-21 murina o IL-21 de rata. Ademas, el mAb de
IL-21 producida por células CHO (362.78-CHO) se ensayd en un experimento separado usando una concentracion
de 800 pM de IL-21 de mono cynomolgus.

Tabla 9: Reaccion cruzada de antagonistas de hIL-21 a IL-21 de mono cynomolgus, murino y rata en el ensayo de
STAT-luciferasa

IL-21 de cyno ICso ([clL-21] = | IL-21 murina 1Cso ([MIL-21] = | IL-21 de rata I1Cso ([rIL-21] =
100 pM) 6,41 nM) 1,08 nM)
ng/ml Concentracion ng/mli Concentracion ng/mli Concentracion
molar molar molar
hiL-21R/yc-Fc 20 385 pM 425,8 8,06 nM 707,5 13,4 nM
soluble
Clon de mAb débil --
de IL-21:
362.75.1 60 -- ninguno ninguno N/T N/T
362.78.1 255 400 pM ninguno ninguno N/T N/T
362.78-CHO 15 1,7 nM ninguno ninguno ninguno ninguno
(A2162F)*
366.328.10 23 100 pM ninguno ninguno N/T N/T
366.552.11 65 156 pM ninguno ninguno ninguno ninguno
366.617.7 431 pM ninguno ninguno N/T N/T

*- Nota: Clon 362.78-CHO (ejemplo 1b) se ensay6 utilizando una concentracién 800 pM de clL-21 en lugar de 100
pM tal como se usé en otros experimentos. N/T = no probado.

Ejemplo 10 Evaluacion de la potencial reaccién cruzada con IL-4 en un ensayo basado en células

[0174] En el desarrollo de un antagonista de citoquina terapéutica, es importante saber si reaccionara de forma
cruzada con y neutralizara citoquinas relacionadas estructuralmente. Este ensayo de proliferacion de células B
primarias fue disefiado para probar los elementos neutralizantes de IL-21 descritos en este documento para la
reaccion cruzada a y neutralizaciéon de IL-4 humana.

[0175] Aislamiento de las células B primarias: Para obtener células B primarias, se recogieron 200 ml de sangre
periférica de voluntarios humanos sanos (ZymoGenetics). La sangre se diluyé hasta 400 ml con PBS a temperatura
ambiente y se tomaron alicuotas de 35 ml en tubos coénicos de 50 ml. Se colocaron en una subcapa catorce ml de
Ficoll/Hypaque (Pharmacia, Uppsala, Suecia) a temperatura ambiente y los tubos se centrifugaron durante 20
minutos a 2000 rpm. La capa de interfase de PBMC se aspir6 y se lavé dos veces con tampén de MACS (PBS,
HEPES 20 mM, y 1% de BSA; Invitrogen, Carlsbad, CA). Se contaron las células y las células B se seleccionaron
negativamente utilizando el kit de aislamiento de células B de Miltenyi Biotec (Auburn, CA) siguiendo el protocolo
descrito por el fabricante. Una pequefa muestra de las células B purificadas se ensay6 para determinar la pureza
mediante analisis de FACS y se encontré que > 97% de células B CD19" eran puras en todos los experimentos.

[0176] Ensayo de proliferacion: las células B proliferan en respuesta a un cocultivo de IL-4 con anti-IgM inmovilizado.
Para determinar la potencial reaccidon cruzada a y neutralizacion de IL-4 por los mAb anti-IL-21, las células B
aisladas previamente se sembraron primero a 40.000-50.000 células/pocillo en una placa de cultivo tisular de base U
de 96 pocillos (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) que se habia precubierto con 1,0 ug/ml de anti-IgM (Southern
Biotech, Birmingham, AL). Las células se trataron a continuacién con 10 ng/ml de IL-4 recombinante humano (R & D
Systems; Minneapolis, MN) y una serie de titulacion de un antagonista de IL-21 (anticuerpos de prueba o controles).
Las células se incubaron a continuacion durante 3 dias a 37°C y 5% de COz en un incubador de cultivo de tejidos
humidificado. Después de tres dias, las células se pulsaron con 1 uCi/pocillo de [3H]-timidina (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ). Después de 16 horas, las células se recogieron sobre filtros de fibra de vidrio y se
cuantifico la cantidad de incorporacion de ®H usando un contador beta (Topcount NXT, Packard). Ninguno de los tres
anticuerpos monoclonales anti-IL-21 ensayados (362.78.1, 366.328.10.6 y 366.552.11.31) mostré alguna
neutralizacion de la proliferacion inducida por IL-4 hasta un exceso molar de 250 veces.

Ejemplo 11

11A. Evaluacién de la potencial reaccion cruzada con IL-2 e IL-15 en un ensayo basado en células
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[0177] En el desarrollo de un antagonista de citoquina terapéutica, es importante determinar si reaccionara de forma
cruzada con y neutralizara las citoquinas relacionadas estructuralmente. Se puede inducir la linea de células T
murina, CTLL-2, para proliferar en respuesta a IL-2 o IL-15 humana. Por lo tanto, este ensayo fue elegido para
probar los elementos neutralizantes de IL-21 descritos en este documento para la reacciéon cruzada a y
neutralizacion de IL-2 y IL-15 humanas.

[0178] Las células CTLL-2 se lavaron tres veces en medios de bioensayo de proliferacion (RPMI 1640, 2x Glutamax,
10% de FBS, 2x NaPyr, 1x B-mercaptoetanol y HEPES 20 mM; Invitrogen, Carlsbad, CA), y se sembraron a 50.000
células por pocillo en placas de cultivo de tejido de base redonda de 96 pocillos (Becton Dickinson, Franklin Falls,
NJ). A estas células, se afiadié una dosis predeterminada ECgyy de cualquiera de IL-2 (3,0 ng/ml) o IL-15 (0,5 ng/ml)
en combinacién con una dilucién en serie de los elementos neutralizantes de IL-21. La relacion de citoquinas a
anticuerpos varié de un exceso molar de 250 veces a una relacion 1:1. Los anticuerpos neutralizantes anti-IL-2 o
anti-IL-15 (ambos de R & D Systems, Minneapolis, MN) se usaron como controles positivos. Las células se
incubaron entonces durante 24 horas a 37°C y 5% de CO2 en un incubador de cultivo de tejidos humidificado.
Después de 24 horas, las células se pulsaron con 1 pCi/pocillo de [3H]-timidina (Amersham Biosciences, Piscataway,
NJ). Después de 16 horas, las células se recogieron sobre filtros de fibra de vidrio y se cuantificé la cantidad de
incorporacion de *H usando un contador beta (Topcount NXT, Packard).

[0179] Resultados: Ninguno de los tres anticuerpos monoclonales anti-IL-21 ensayados (362.78.1, 366.328.10.6 y
366.552.11.31) mostré alguna neutralizacion de la proliferacion inducida por IL-2 o IL-15.

1B. Confirmacion usando resonancia de plasmon superficial (Biacore) que el mAb de IL-21 362.78-CHO no se une a
citoquinas humanas relacionados con 1L-21: IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 o IL-15.

[0180] El mADb anti-IL-21 362.78-CHO se evalu6 mediante resonancia de plasmén de superficie para la potencial de
reactividad cruzada con IL-2 humana, IL-4 humana, IL-7 humana, IL-9 humana e IL-15 humana.

[0181] Materiales y Métodos: Los experimentos se completaron para probar la reactividad cruzada de los
anticuerpos monoclonales anti-IL-21 362.78-CHO para IL-2 humana, IL-4 humana, IL-7 humana, IL-9 humana, e IL-
15 humana. Se llevaron a cabo estudios de unién en un BIACORE T100® (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Los
métodos fueron programadas utilizando BIACORE T100® (Software de Control, v 2.0) El anticuerpo especifico de
IgG Fc-gamma anti-humana de cabra (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) se inmovilizé covalentemente a
las celdas de flujo 1 y 2 de un chip sensor CM4 utilizando quimica de acoplamiento de amina (EDC:NHS). El
anticuerpo monoclonal anti-IL-21 purificado 362.78-CHO se capturé posteriormente en la celda de flujo 2 del chip
sensor a una densidad de aproximadamente 240 células RU. La celda de flujo 1 se utilizd como la superficie de
referencia.

[0182] Se inyectaron IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15 (todos comprados de R & D Systems, Minneapolis, MN) sobre la
superficie de anticuerpo capturado (celda de flujo 2) y la celda de flujo de referencia (celda de flujo 1) a
concentraciones de 100, 20 y 4 nM. Como control positivo para este conjunto de experimentos, IL-21 (producido en
ZymoGenetics) también se inyecté a concentraciones idénticas. Se realizaron estudios de unién con un flujo de 25
pl/min, un tiempo de asociacion de 2 minutos, y un tiempo de disociacién de 3 minutos. Todos los experimentos de
union se realizaron a 25°C en un tampon de HEPES 10 mM, NaCl 300 mM, 5 mM CaCly, tensioactivo P20 al 0,05%
(Biacore), 1 mg/ml de albumina de suero bovino, pH 8,0. Entre los ciclos, la celda de flujo se lavé con acido
clorhidrico 20 mM para regenerar la superficie. Esta etapa de lavado eliminaba tanto el anticuerpo 362.78-CHO
capturado como cualquier antigeno unido a la superficie del chip. Los datos se compilaron utilizando BIACORE
T100® (software de evaluacion, version 2.0). Los datos se procesaron restando la celda de flujo de referencia y las
inyecciones de blanco. La estabilidad de linea de base se evalué para asegurar que la etapa de regeneracion
proporciona una superficie de union constante a través de la secuencia de inyecciones.

[0183] Resultados: No se observé union de IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, o IL-15 al anticuerpo 362.78-CHO. En cambio, el
control positivo de IL-21 mostré una unién dependiente de la dosis que era coherente con los estudios anteriores.

[0184] Esta falta de reactividad cruzada se explicd posteriormente por estudios de mapeo de epitopo del clon 362.78
(véase el Ejemplo 17). Los aminoacidos situados en y cerca de la hélice D de IL-21 que observé que estaban unidos
por el clon 362.78 (EKKPPKEFLERFKSLL; SEQ ID NO: 2 desde el residuo 129 al 144) no estan bien conservados
entre las citoquinas relacionadas de cadena gamma humanas, ni en la IL-21 de ratén, talcomo se muestra a
continuacién en la tabla 10.

Tabla 10
IL21_HUMANA = ------ TCPSCDSYEKK - PPKEFLERFKSLLQKMIHQHLSSTHGSEDS
IL21_RATON  --—--- KCPSCDSYEKR - TPKEFLERLKWLLQKMIHQHLS
IL15_HUMANA - CKECEELEEK - NIKEFLQSFVHIVQMFINTS
IL2_ HUMANA = ——-- TTFMCEYADET-ATIVEFLNRWITFCQSIISTLT
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IL4_HUMANA  --- GLAGLNSCPVKEANQSTLENFLERLKTIMREKYSKCSS
IL7_HUMANA  ---- SLEENKSLKEQKK-LNDLCFLKRLLQEIKTCWNKILMGTKEH
IL9_ HUMANA = ------ CEQPCNQTTAG - NALTFLKSLLEIFQKEKMRGMRGKI

[0185] La IL-21 humana se muestra como SEQ ID NO: 2; la IL-21 de raton se muestra como SEQ ID NO: 11; la IL-15
humana se muestra como SEQ ID NO: 92; la IL-2 humana se muestra como SEQ ID NO: 93; la IL-4 humana se
muestra como SEQ ID NO: 94; la IL-7 humana se muestra como SEQ ID NO: 95; la IL-9 humana se muestra como
SEQ ID NO: 96.

Ejemplo 12-Ensayos de proliferacién de células B

Ensayos de células B primarias

[0186] A fin de probar la actividad de los elementos neutralizantes de IL-21, se desarrollaron dos ensayos de células
B primarias. El ensayo de proliferacion de células B se utiliz6 para demostrar la neutralizacion de la proliferacion
inducida por IL-21 durante 4 dias y el ensayo diferenciacion de células B demostréd la neutralizacion de la
diferenciacion de células de plasma inducida por IL-21 durante 8 dias. Estos experimentos demostraron la
neutralizacion de IL-21 en ensayos a largo plazo biolégicamente relevantes.

[0187] Aislamiento de las células B humanas primarias: Para obtener células B primarias, se recogieron 200 ml de
sangre periférica de voluntarios humanos sanos (ZymoGenetics). La sangre se diluyd hasta 200 ml con PBS a
temperatura ambiente y se tomaron alicuotas de 35 ml en tubos conicos de 50 ml. Se colocaron en una subcapa
catorce ml de Ficoll/Hypaque (Pharmacia, Uppsala, Suecia) a temperatura ambiente y los tubos se centrifugaron
durante 20 minutos a 2000 rpm. La capa de interfase de PBMC se aspird y se lavé dos veces con tampon de MACS
(PBS, HEPES 20 mM, y 1% de BSA; Invitrogen, Carlsbad, CA). Se contaron las células y las células B se
seleccionaron negativamente utilizando el kit de aislamiento de células B de Miltenyi Biotec (Auburn, CA) siguiendo
el protocolo descrito por el fabricante. Una pequefia muestra de las células B purificadas se ensay6 para determinar
la pureza mediante analisis de FACS y se encontré que > 97% eran puras en todos los experimentos.

[0188] Ensayo de proliferacion: las células B proliferan en respuesta a un cocultivo con antyi-CD40 y IL-21. Para
determinar actividad de neutralizacién de los anticuerpos monoclonales anti-IL-21, las células B se sembraron a
40.000-50.000 células/pocillo en una placa de cultivo tisular de base U de 96 pocillos (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ). Las células se trataron a continuacion con 0,1 pg/ml de anti-CD40 (anti-CD40 humano policlona de
cabra; R & D Systems, Minneapolis, MN), 50 ng/mL (3,21 nM) de IL-21 recombinante IL-21 (ZymoGenetics, A1207F)
y una titulacion de un antagonista de IL-21 (mAbs de prueba o controles). Las placas de células se incubaron a
continuacion durante 3 dias a 37°C y 5% de CO- en un incubador humidificado. Después de tres dias, las células se
pulsaron con 1 pCi/pocillo de [3H]-timidina (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Después de 16 horas, las
células se recogieron sobre filtros de fibra de vidrio y se cuantificé la cantidad de incorporacion de *H usando un
contador beta (Topcount NXT, Packard). Las curvas de ICso que miden la neutralizacién efectiva de la proliferacion
inducida por IL-21 se calcularon y se expresaron como una concentracion molar. Los valores de ICso para los
mejores mAB neutralizantes descritos en este documento oscilaron entre 0,71 nM y 6,55 nM y se resumen en la
Tabla 11:

Tabla 11: Neutralizacion de IL-21 en un ensayo de proliferacion de células B

Antagonista de IL-21 IC50 (nM)
hIL-21R/yc-Fc 3,5
362.75.1 Sin neutralizacion
362.78.1 1,17
366.328.10 0,71
366.552.11 4,75
366.617.7 6,55

[0189] Ensayo de diferenciacion de células B: la diferenciacion de células B sin tratar en células plasmaticas
productoras de anticuerpos se ve facilitada en gran medida in vitro cuando IL-21 se combina con anti-CD40 e IL-4
(Ettinger et al, J Immunol 175..; 7867-79, 2005; Ettinger et al, J Immunol. 178: 2872-82, 2007; Kuchen et al J
Immunol 179: 5886-96, 2007). Para demostrar la actividad en un ensayo de mas largo plazo que los dos ensayos de
cribado basados en Baf3 descritos en los Ejemplos 7 y 8, los elementos de neutralizacién descritos en este
documento se utilizaron para neutralizar IL-21 e inhibir la diferenciacion de células de plasma humano. Para lograr
esto, se sembraron células B humanas primarias a 150.000 células/pocillo en una placa tratada de cultivo de tejidos
de base plana de 96 pocillos (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Las células se trataron a continuacién con 0,1
pg/ml anti-CD40 (anti-CD40 humano policlonal de cabra; R & D Systems, Minneapolis, MN), 10 ng/ml de IL-4
recombinante humana (R & D Systems) y 25 ng/mL (1,6 nM) de IL-21 humana recombinante (ZymoGenetics). A
continuacion se afiadieron antagonistas de IL-21 (mAbs de prueba o controles) y las células se incubaron a 37°C y
5% de CO, durante ocho dias en un incubador humidificado. Al final de ocho dias, se recogieron medios
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acondicionados (por titulos de anticuerpos) y se sedimentaron las células para el andlisis de citometria de flujo
posterior.

[0190] Andlisis de células B usando citometria de flujo: Las células se resuspendieron en tampén FACS humano
(HBSS, HEPES 20 mM, 1% de BSA (todos de Invitrogen) y 2% suero de Ab humano (Gemini Bio-Products,
Woodland, CA)) durante cinco minutos para bloquear los receptores de Fc. Las células se centrifugaron después (5
minutos a 1200 rpm) y se aspiraron. Las manchas se prepararon diluyendo anticuerpos 1:100 en tampdn FACS
humano y dispensaron 100 pl por muestra. Las manchas individuales (para ajustar los pardmetros de compensacion
del citdmetro) y una mezcla multi-mancha se prepararon utilizando los siguientes anticuerpos: anti-CD138-FITC, anti-
IgD-PE, anti-CD38-PE-Cy5.5 y anti-CD19-APC. Las células plasmaticas se definieron como células grandes
(evaluado mediante dispersion de la luz hacia adelante) CD19", IgD'°, CD38" y CD138". Se utilizé el porcentaje de
células plasmaticas en relacién con el total de células B para determinar la eficacia de los elementos de
neutralizacion descritos en este documento.

[0191] Resultados: Cuando IL-21 se combiné con IL-4 y anti-CD40, aproximadamente el 50% de las células B
grandes vivas en el dia 8 eran células plasmaticas IgD'°‘”, CD138". Sin IL-21, la proporcion de células plasmaticas
fue de ~ 8% de las células B grandes. La adicion de los diversos antagonistas de IL-21 a los cultivos que contienen
IL-21 disminuyd la proporcion de células de plasma en una forma dependiente de la dosis. El clon 362.78.1 era el
neutralizador mas eficaz, y neutralizd casi completamente la actividad de IL-21 en las relaciones de
antagonista:ligando de 10:1 y 2,5:1. Los otros anticuerpos ensayados, clones 366.328.10.63 y 366.552.11.31, eran
casi tan eficaces para neutralizar la diferenciacion impulsada por IL-21. Estos datos se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12: Inhibicion de la diferenciacion de células del plasma mediante la neutralizacion mAb anti-hIL-21

Relacién antagonista:ligando
10:1 | 2,5:1 | 0,6:1 | 0,16:1
Antagonista de IL-21 % células plasmaticas IgD-low, CD138+
362.78.1 13,7 15,5 34,1 42,8
366.328.10.63 15,4 20,2 41,4 52,1
366.552.11.31* 15,4 26,4 44,8 50,3
Receptor de IL-21 23,4 41,7 54,2 66,7

* cabe indicar que las relaciones antagonista:ligando realies para el clon 366.552.11.31 fueron 14,4, 3,6, 0,9 y 0,22:1

Ejemplo 13-Modelo de ratén de DTH

[0192] Las respuestas de DTH son respuestas inmunes clasicas que son iniciadas por las células T CD4 + y
mediadas por células T, neutréfilos y macréfagos. Una respuesta de DTH es un buen indicador de una respuesta
mediada por células T CD4 +. Los ratones son inmunizados por via subcutanea con la proteina ovoalbumina de pollo
(OVA) en cualquiera de 2 adyuvantes, adyuvante completo de Freund (CFA; Sigma) o Ribi (Sigma; también
conocido como adyuvante MPL + TDM + CWS). Esta fase se llama la fase de sensibilizaciéon (dia 0-6). Las
mediciones de la oreja se toman siete dias mas tarde. Los ratones son inyectados en la oreja con el control PBS
(oreja izquierda) u OVA (oreja derecha). Esta fase se llama la fase de exposicion (dias 7-8). Las respuestas inmunes
generadas a OVA inducen la inflamacién en la oreja dando lugar a un aumento de grosor de la oreja en 24 horas en
el tratado con OVA, pero no en la oreja tratado con PBS. Esto se mide usando calibres.

[0193] Se inmunizan ratones C57BL/6 (n = 8/grupo) en la espalda con 100 pg de ovoalbumina de pollo (OVA)
emulsionada en CFA en un volumen total de 200 pl. Si se utiliza Ribi en lugar de CFA, se afade 0,5 mg/ml de
ovoalbumina a un solo vial de RIBI y se agita vigorosamente durante 2 minutos para formar una emulsiéon que se
utiliza para inyectar ratones. Siete dias después de la inmunizacion, los ratones se inyectaron con 10 ul de PBS en
la oreja izquierda (control) y con 10 ug de OVA en PBS en la oreja derecha en un volumen de 10 ul. Se mide el
grosor de las orejas de todos los ratones antes de la inyeccion de los ratones en el oido (medicién 0). El grosor de la
oreja se midid 24 horas después de la estimulacion. Se calcula la diferencia en el grosor de la oreja entre la
medicién 0 y la medicién de 24 horas y es un reflejo de la inflamacién en el oido. Se inyectan grupos de ratones con
PBS o diferente concentracion de anticuerpo anti-IL-21 por via intraperitoneal los dias 0-6 (fase de sensibilizacion) o
dias 7-8 (fase de estimulacién). La inyeccioén en el dia 7 y 8 se proporciona 2 horas antes de medir el grosor de la
oreja a los puntos de tiempo de 0 y 24 horas. Al final del periodo de 24 horas, una vez que se midié grosor de la
oreja, se cortaron las orejas y se colocaron en formalina para el analisis histolégico.

Ejemplo 14 Modelo de ratén para la esclerosis multiple

[0194] Para probar si anti-IL-21 tiene efectos en la esclerosis mlltiple, se prueba la capacidad de los anticuerpos
anti-IL-21 de inhibir la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE-MS), un modelo de raton para MS. Se utiliza el
modelo de inmunizacion de péptido 35-55 de glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG) dependiente de
células T en ratones C57BL/6. El experimento se ejecuta para determinar que el anticuerpo anti-IL-21 podia retrasar
y/o inhibir puntuaciones de enfermedad en EAE, ya sea mediante la inhibicion de la presentacion de antigenos
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mediada por DC o mediante el aumento de las respuestas de células T CD8. La ausencia de respuestas eficientes
de células T CD8 en este modelo exacerba la EAE (Malipiero y otros, Eur J. Immunol., 27: 3151-3160, 1997). El
retraso en la aparicion de la enfermedad en el modelo de EAE de una manera dependiente de la dosis sugiere que
el uso de anticuerpo anti-IL-21 puede ser beneficioso en la EM.

[0195] La EAE es un modelo de raton para la EM. En uno de estos modelos, los ratones C57BL/6 se inmunizan con
100 pg de péptido MOG (MOG35-55) o 100 ug de proteina MOG recombinante emulsionada en adyuvante CFA. Se
anaden dos mililitros de una preparacion 0,5 mg/ml de MOG35-55 en PBS a un vial de CFA y se agita
vigorosamente para emulsionar la solucion o se prepara una relacion 1:1 de MOG recombinante en CFA. Las
espaldas de los ratones se afeitan y se inyectan 100 ug de MOG/CFA en la espalda de ratones. Los pesos de los
ratones se toman 2 dias antes y todos los dias después de la inmunizacién. Los ratones se inyectan entonces el dia
2 i.v. con 200 pl de toxina pertussis (PT), una concentracion final de 200 ng/ratdon. Los ratones son controlados
diariamente por las puntuaciones clinicas. Se inyectan grupos de ratones i.p. con 200 ul PBS, 100 ug de BSA, 10 ug
-200 ug de anticuerpo anti-IL-21 en un volumen de 200 ul de los dias 0-20, o 3 veces a la semana durante 3
semanas. Los pesos de los ratones, las puntuaciones clinicas y la incidencia se evallan y se representan para el
analisis.

Ejemplo 15: Anticuerpo anti-mIL-21 disminuye incidencia y la progresién de la enfermedad en un modelo de ratén de
colitis y psoriasis por transferencia adoptiva de células T

[0196] La transferencia adoptiva de células T sin tratar en ratones desemparejados de histocompatibilidad menor o
inmunocomprometidos singénicos conduce al desarrollo de colitis (Leach MW et al 1996, Powrie F et al, 1997), asi
como lesiones en la piel que se asemejan psoriasis (Schon MP et al., Nat Med. 2: 183-8, 1997; Davenport CM et al,
Int Immunopharmacol 5: 653-72, 2002). El trasplante de tan sélo 0,2 millones de células T CD4+ CD25- de ratones
BALB/C o B10.D2 en ratones SCID C.B-17 inmunocomprometidos da lugar a la pérdida de peso, heces positivo en
Hemoccult y el desarrollo de lesiones de la piel. Los sintomas en estos ratones varian de una colonia a otra.

[0197] Este modelo de colitis/psoriasis tiene algunas similitudes con la enfermedad de Crohn y la psoriasis humana,
y ha sido ampliamente utilizado para probar la eficacia de agentes terapéuticos para estas enfermedades en los
seres humanos. Para este experimento, se obtuvieron ratones (8 donantes ratones hembra B10.D2; 50 receptores
femeninos SCID CB-17) de Jackson Laboratories o Charles River Laboratories, respectivamente. Se recogieron
bazos de 8 ratones B10.D2. Se aislaron las células T CD4+ CD25 de bazos agrupados utilizando metodologia
estandar conocida en la técnica. La pureza de la poblacién de células T se evalué por citometria de flujo.

[0198] Los ratones SCID CB-17 sin tratar recibieron 5x10° células T CD4+ CD25 (aisladas de bazos de ratones
B10.D2) a través de inyeccién intravenosa en el dia 0. Todos los ratones se pesaron al menos cinco veces por
semana y se observé cuidadosamente la pérdida de peso, que puede estar asociado con colitis. Ademas, se tomd
una puntuacién de colitis clinica [consistencia de las heces y sangre en las heces] por lo menos un dia por semana.
Los ratones también fueron monitorizados cuidadosamente por lo menos cinco dias por semana y se les asigné una
puntuacioén para fips signos de sintomas de psoriasis (pérdida de cabello, rascarse, alopecia, etc.).

[0199] Se administrd un anticuerpo de rata anti-IL-21 de ratdn (mlIL-21), un anticuerpo de control de isotipo de rata, o
vehiculo (PBS) a grupos de ratones empezando en el dia 0. Los tratamientos fueron administrados como
inyecciones intraperitoneales, dos veces a la semanas, administrando los anticuerpos a 0,2 6 0,8 mg por ratén por
dosis. También podrian administrarse usando un régimen de dosificacidn similar u otra via de administracion. Hubo 9
- 10 ratones por grupo en los grupos de anticuerpos anti-IL21, 6-7 ratones por grupo en los grupos de anticuerpo de
control de isotipo, y 10 ratones por grupo en el grupo de PBS. Este régimen de dosificacion se refiere como
"dosificacion profilactica".

[0200] En un experimento separado, grupos de ratones dosificados con los mismos anticuerpos y las dosis descritas
anteriormente (10 ratones por grupo) comenzaron sus tratamientos en el dia 12 después de la transferencia celular,
que es aproximadamente el dia que los ratones comenzaron a mostrar signos de psoriasis y/o colitis. Este régimen
de dosificacion se refiere como "dosis terapéutica".

[0201] Al final del estudio (dia 45), se sometid tejido coldnico para evidencia histolégica de colitis y suero para el
analisis de los niveles de citoquinas y quimioquinas.

[0202] Resultados de la dosificacion profildctica: Los ratones que recibieron el anticuerpo anti-mlL-21, tanto a una
dosis de 0,2 como de 0,8 mg fueron caracterizados por la reduccion significativa d(al menos p <0,05 o mejor) e
pérdida de peso corporal y reducciones significativas en la piel psoriasica y sintomas de colitis durante todo el
periodo experimental en comparacion con ratones administrados con PBS o 0,2 mg de anticuerpo monoclonal de
control de isotipo. Al final del estudio (dia 45), los ratones tratados con cualquiera de las dosis del anticuerpo mlL-21
estaban aproximadamente al 100% de su peso corporal inicial, mientras que los ratones tratados con PBS habian
perdido una media de 16% de su peso corporal y los ratones tratados con un anticuerpo de control de isotipo habian
perdido el 10 - 15% del peso corporal inicial. En el dia 45, los ratones tratados con cualquiera de las dosis del
anticuerpo mlL-21 tenian aproximadamente 6,5 - 7 veces menor de puntuaciones clinicas de colitis en promedio y
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aproximadamente de 5 - 7 veces menor de puntuacion promedio de la piel psoriasica. Sélo 20% de los ratones
tratados con 0,2 mg de anticuerpo anti-mlL-21 desarrollaron psoriasis, que fue leve, mientras que ninguno de los
ratones tratados con la dosis de 0,8 mg desarrollé ningun sintoma de piel psoriasica. Por otra parte, 100% de los
ratones tratados con PBS desarrollé6 psoriasis, con aproximadamente el 50% de estos ratones desarrollando
sintomas graves. Al final del estudio, también hubo una reduccion significativa en los indices histologicos de colitis
(puntuacion de la inflamacién intestinal, lesiones, y la arquitectura) en los ratones tratados con anticuerpos anti-mlL-
21 en comparacion con ratones tratados con PBS y 0,2 mg de isotipo de control.

[0203] Los ratones tratados con anticuerpo anti-mIL-21 tenian niveles en suero significativamente mas bajos de IL-6,
RANTES, TNF-alfa, y de MIP-13 en comparacién con los ratones tratados con PBS, apoyando adicionalmente el
papel antiinflamatorio para el anticuerpo anti-21-miL.

[0204] Resultados de dosificacion terapéutica: Los ratones que recibieron el anticuerpo anti-mlL-21 a las dosis de
0,2 y 0,8 mg, empezando el dia 12 después de las transferencias de células T, se caracterizaron por la reduccion de
pérdida de peso corporal y una reduccion significativa en los sintomas de colitis en todo el periodo experimental en
comparacién con ratones administrados con el anticuerpo monoclonal de control de isotipo. Al dia 45, los ratones
tratados con cualquiera de las dosis del anticuerpo anti-mIL-21 tenian aproximadamente 3,5-4 veces puntuaciones
clinicas de colitis inferiores en promedio en comparaciéon con ratones tratados con anticuerpo de control de isotipo.
Los ratones tratados con la dosis de 0,8 mg de anticuerpo anti-mlL-21 tenian puntuaciones mas bajas de psoriasis
que el anticuerpo de control de isotipo o ratones tratados con PBS.

[0205] Resumen: En conjunto, estos resultados indican que la administracién in vivo de un anticuerpo anti-mlL-21
fue eficaz en la reduccion de la colitis y la aparicion de la psoriasis y la gravedad en un modelo de transferencia de
células T murino, y sugieren que los anticuerpo anti-IL-21 pueden ser eficaces en el tratamiento de la enfermedad
inflamatoria intestinal humana y/o psoriasis.

Ejemplo 16 Modelo de ratén de hipersensibilidad de contacto

[0206] La hipersensibilidad de contacto puede ser inducida en ratones usando una variedad de alérgenos de
contacto incluyendo dinitrofluorobenceno (DNFB) y oxazolona. Los ratones se sensibilizaron por via tépica con el
alérgeno en un vehiculo de acetona y aceite de oliva y a continuacion se estimulo la oreja con el alérgeno en aceite
de oliva solo. El cambio en el grosor de la oreja es una medida de la respuesta inmune contra el alérgeno. Se
administran anticuerpos anti-IL-21 en la fase de sensibilizacion (dia 0-5) o durante la fase de estimulacién (dias 5-6).
La inhibiciéon de grosor de la oreja antagonizando IL-21 indica un papel para IL-21 en la inducciéon de la
hipersensibilidad de contacto.

[0207] Se pintan ratones C57B1/6 en la parte posterior con DNFB al 0,5% en acetona:aceite de oliva (4:1) o
acetona:aceite de oliva solo en el dia 0. En el dia 5, se mide el grosor de la oreja de los ratones usando calibradores
y se estimulan los ratones en las orejas con aceite de oliva solo (control) o DNFB al 0,25% en aceite de oliva
mediante goteo de una soluciéon de 25 ul en la oreja. El cambio en el grosor de la oreja se midié en el dia 6 y la
inflamacién se calcula como la diferencia en grosor de la oreja entre el dia 5 y el dia 6. Los grupos de ratones son
inyectados i.p. con PBS o 10-100 pg de anticuerpos anti-IL-21 en cualquiera de los dias 0-5 o 5-6.

[0208] La inhibicion del grosor de la oreja por anticuerpos anti-IL21 demuestra que los anticuerpos anti-IL-21 pueden
ser Utiles en la inhibiciéon de la hipersensibilidad de contacto.

Ejemplo 17 Mapeo de epitopos

A. Experimento de intercambio del hidrégeno-deuterio (HDx)

[0209] En un esfuerzo por identificar las regiones de epitopo de IL-21 reconocidas mediante la neutralizacién de
mAb anti-IL-21 362.78.1.44, 362.597.3, 366.328.10, 366.552.11 y hlL-21R/yc-Fc soluble se aplicé un método de
intercambio de deuterio e hidrégeno a base de inmunoafinidad (HDx) seguido por analisis de espectrometria de
masas. Especificamente, los mAb purificados se inmovilizaron sobre microesferas de sefarosa activadas con CNBr e
intercambian en tampdén de deuterio. La IL-21 deuterada se unié a las microesferas de inmunoafinidad por
incubacion y las miroesferas se lavaron con tampén deuterado para eliminar las proteinas no unidas. A continuacion,
el complejo antigeno-anticuerpo se sometié a la soluciéon de PBS para iniciar el retro-intercambio a hidrégeno de
amida en las regiones no unidas de IL-21. A continuacion, se detuvo el intercambio de hidrégeno y deuterio y la IL-
21 se eluy6 en tampdn de pH bajo, que después se sometid a digestion proteolitica por pepsina inmovilizada. A
continuacién, se generaron mapas de masas de péptidos por espectrometria de masas MALDI-TOF y se
compararon con la de la muestra de control, generada a partir del estado libre de IL-21, que se retrointercambié a
hidrégeno de amida de la IL-21 deuterada por diluciéon con soluciéon de PBS. La figura 3 muestra espectros de masas
expandidos de péptidos digeridos con pepsina del estado libre de IL-21 (Figuras 3A y 3C) y el anticuerpo unido a IL-
21 (Figura 3B y 3D). Como se indica en la figura 3A, los isétopos de péptidos solapantes fueron asignados a
péptidos correspondientes EKKPPKEF (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 129 a 136) (m/z, 1002,5619 Da) y
LERFKSLL (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 137 a 144) (m/z, 1005.6091 Da) del estado libre de la IL-21 con las
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masas peptidicas tedricas dentro precision en masa de 10 ppm. Se observé una pequeia cantidad de péptido
deuterado residual alrededor de m/z, 1002,5619 Da, debido al intercambio de hidrégeno de amida incompleto.

[0210] La Figura 3B es un espectro de la misma rango de masas de la figura 3A que muestra las dos cubiertas de
isétopos de péptidos superpuestos que tienen iones monoisétopo en m/z 1014,49 y 1015,00. Debido a que dos
iones de péptidos se agruparon alrededor del mismo rango de masas, era dificil asignar cada identidad de péptido
entre los dos iones. Sin embargo, los datos de espectrometria de masas en tandem de los iones peptidicos de la
Figura 3A y B mostraron que tenian patrones de fragmentacién de péptido idénticos (datos no mostrados). Aunque
hubo un pequefio porcentaje de péptido no deuterado detectado de la muestra obtenida del complejo antigeno-
anticuerpo, la mayoria de los iones de péptidos retuvieron deuterio y se desplazaron a la regién de mayor masa
debido a la accesibilidad de disolvente limitada a las regiones de unién anticuerpo/antigeno, lo que indica que el sitio
de unién a mAb probablemente contiene la region EKKPPKEFLERFKSLL (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 129 a
144).

[0211] Se observo otro péptido digerido por pepsina del estado libre de IL-21 y del complejo antigeno-anticuerpo,
como se muestra en las figuras 3C y D y se identifican como KSLLQKMIHQHLSSRTHGSEDS (SEQ ID NO: 2 desde
el residuo 141 a 162) (m/z, 2519,2451), basado en la masa tedrica de fragmento de péptido digerido por pepsina de
IL-21. Como se muestra en la Figura 3D, comparando el desplazamiento de masa de este péptido de 22 residuos de
aminoacido (Amasa DELTA = 9,0 Da) con el desplazamiento de masa de estos dos residuos aguas arriba (Figura
2B, EKKPPKEF (SEQ ID. No: 2 desde el residuo 129 a 136) y LERFKSLL (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 137 a
144), esta region estaba so6lo marginalmente protegida tras la union del mAb, lo que indica que sélo una parte de
este péptido puede estar implicado en la unién al mAb. De hecho, esta secuencia peptidica es la cola C-terminal y
contiene cuatro residuos de aminoacido solapantes con el péptido (LERFKSLL (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 137
a 144), que parecian estar protegidos de manera significativa por el mAb. En base a estas mediciones de
espectrometria de masas de retencion de deuterio, se estimé que el epitopo de IL-21 para la unién del mAb
EKKPPKEFLERFKSLL (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 129 a 144) y la secuencia aguas arriba de
KSLLQKMIHQHLSSRTHGSEDS (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 141 a 162).

B. Experimento de proteccion de etiguetado de lisina

[0212] Usando el ensayo HDX, se estimo la region epitopo de uniéon a mAb de IL-21 y se observé que cinco residuos
de lisina (de un total de 12 residuos de lisina en la IL-21) residen en la region de epitopo de unién estimada. Dado
que los residuos de lisina son los mas propensos a estar presentes en regiones accesibles al disolvente de las
proteinas debido a su caracteristica cargada, la lisina parece ser una eleccion ideal para la modificacion quimica
selectiva para una determinacién paralela de la region epitopo del antigeno. El concepto detras de la estrategia de
modificacién quimica es que la proteccion de la modificacion de lisina en un antigeno en presencia y ausencia de
anticuerpo se correlaciona a su epitopo de union (Scholten et al, J. Amer Soc Mass Spectr 17: 983-994, 2006). Por
lo tanto, para una caracterizacion adicional de la regién de epitopo y para la determinacion de los residuos de lisina
que participan en la unién del mAb, se llevd a cabo una acetilacion selectiva en los residuos de lisina en los estados
unidos o libres de IL-21. El sitio de modificacion/proteccion de lisina se determiné por los andlisis de masa entera y
mapeo de péptidos mediante MALDI-TOF y espectrometria de masas de ionizacion por electrospray (ESI).

[0213] Scholten et al, (Scholten et al, J. Amer Soc Mass Spectr 17: 983-994, 2006) investigaron la relacion molar
entre el reactivo de acetilacion (NHS-acetato) y un antigeno para la completa acetilacion de residuos de lisina
accesible al disolvente y se encontré que el etiquetado fue eficaz en exceso molar de 250 veces del reactivo en
reaccion de 3 min. Para determinar el epitopo de unién, se empled la misma condiciéon de marcaje de reaccion, tanto
para el estado libre de IL-21 como la IL-21 unido por afinidad con varios mAbs neutralizantes de IL-21, asi como la
proteina receptora heterodimérica de IL-21 (IL-21R/yc-Fc). Con la condiciéon de marcaje de reaccién determinada, la
diferente accesibilidad al disolvente de los restos de lisina de la IL-21 solo y la IL-21 unidd por afinidad dio lugar a la
distribucion de la acetilacion de lisina (ocupacion de acetilo) en la molécula de IL-21. El nimero de residuos de lisina
protegidos en la IL-21 unidad por afinidad se compar6 con la IL-21 sola por el i6bn mas intenso. La alineacion
espectral basada en los iones mas intensos mostré claramente que el nimero de acetilaciones de lisina en los
antigenos aislados de diferentes complejos inmunes es variado. Era evidente que el reactivo de marcaje de lisina
era menos accesible en la IL-21 unidad por afinidad. Por lo tanto, la acetilacion se redujo mediante la unién del
antigeno al anticuerpo.

[0214] Las lisinas protegidas por acetilacién, que pueden estar implicadas en la unién de mAb, se sondaron
adicionalmente por digestidon con proteasas, y seguido por el andlisis de mapeo de masas del péptido mediante
espectrometria de masas con cromatografia liquida. Dado que los residuos de lisina covalentemente modificados
son resistentes a la digestion triptica, se utilizd la enzima proteolitica de pepsina para generar mas péptidos
detectables por espectrometria de masas para estudiar la modificacion de lisina en mas detalle. Se investigd la
modificacion de péptidos individuales mediante cromatografia iénica de un Unico péptido. Como se muestra en la
Figura 4, se generaron cromatogramas de iones seleccionados a partir delcontrol (IL-21 sola) y muestras de prueba
(moléculas de IL-21 unidas por afinidad) para determinar los residuos de lisina acetilados y no acetilados. La figura
4A es un cromatograma de iones seleccionados de un péptido proteolitico que eluye a 56,22 min en las condiciones
de cromatografia determinadas y la masa del ion de péptido monoisétopo era de 662,9 Da, que parecia estar en un
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estado triplemente cargado (Am = 0,3 Da) tal como se indica en el espectro de masas incorporado. Se realiz6 la
identificacion de este péptido en un estado triplemente cargado como el fragmento de péptido de lisina acetilada
digerido con pepsina, TCPSCDSYEKKPPKEF (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 119 a 136) (m/z, 1986 Da (m/z),
mientras que la masa del péptido no acetilado es 1860 Da (m/z). La diferencia de masa (péptido acetilado/ péptido
no acetilado) fue de 126 Da, lo que indica que los tres residuos de lisina en este péptido estaban acetilados en el
estado libre de la IL-21. Sin embargo, un cromatograma de iones seleccionado de la IL-21 unida por afinidad no
mostré ninguna traza del péptido (Figura 4B), indicando que los tres residuos de lisina estaban completamente
protegidos por la union al anticuerpo IL-21.

[0215] Se encontré que péptido adicional digerido por pepsina (KSLLQKMI (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 141 a
148) estaba protegido después de la union de mAb de IL-21 (figura 4C y 4D). Su ion monoisotopic estaba a 509 Da
(m/z) como un ion doblemente cargado (Am = 0,5 da) y la diferencia de masa (péptido acetilado/péptido no
acetilado) fue de 42 Da, lo que indica que sdélo uno de los dos residuos de lisina en este péptido estaba protegido.
Los experimentos de intercambio de H/D anteriores indicaron que la lisina aguas arriba de la cola C-terminal de la
secuencia del péptido, KSLLQKMIHQHLSSRTHGSEDS (SEQ ID NO: 2 desde el residuo 141 a 162), estaba muy
probable protegida por la unién del anticuerpo. Por lo tanto, lo més probable es que K113 en lugar de K119 esté
implicado en la union del anticuerpo.

[0216] Se protegieron cuatro residuos de lisina (K102, K103, K106 y K113) de la acetilacion por la unién de los
clones 362.78.1.44 y 362.597.3 y estaban situados dentro de la regién de epitopo de unién a mAb de IL-21
determinada como se determina a partir del ensayo HDX. En conjunto, el ensayo de proteccion por acetilacion
proporcioné la implicacion de los residuos de lisina especificos en la interaccién antigeno-anticuerpo y confirmé
ademas la secuencia de epitopo estimada a partir del ensayo de HDX.

17C.-Comparacioén de las secuencias de aminoacidos de IL-21 de varias especies

[0217] Para comprender mejor los resultados de reactividad cruzada de especie en los ejemplos 3 y 9, a la luz de los
epitopos definidos en IL-21 unido por los mAb de IL-21 (Ejemplo 17A y B), se obtuvieron y compararon las
secuencias de aminoacidos de IL-21 a través de multiples especies (Tabla 13). La secuencia humana global fue mas
de 96% idéntica a secuencias de mono cynomologus y mono rhesus, mientras que soélo el 61-65% idéntica a las
secuencias de IL-21 de roedor. En particular, el epitopo discontinuo unido por clones 362.78.1.44 y 362.597.3 como
se describe en el Ejemplo 17 (subrayado en la Tabla 13) es idéntico en IL-21 humano, de cynomolgus y rhesus,
mientras que la secuencia de IL-21 de rata difiere de IL-21 humana en 6 residuos en estas regiones, y la secuencia
de IL-21 de ratén se diferencia en 7 residuos.

[0218] Tabla 13: Alineacion de secuencias de aminoacidos de IL-21 para IL-21de ser humano, mono cynomolgus,
mono rhesus, rata y ratén.

Hu IL-21 MRSSPGNMERIVICLMVIFLGTLVHKSSS QGQDRHMIRMROLIDIVDQLKNYVMNDLV
CynolL-21 MRSSPGNMERIVICLMVIFLGTLVHRSSS QGQDREMIRMRQLIDIVDQLRNYVNDLD
RhesusIL-21 MRSSPGNMERIVICLMVIFLGTLVHKSSS QGQDRHMIRMRQLIDIVDQLKNYVNDLD

Rat IL-21 MERTLVCLILIFLGTVARKSSP QRPDELLIRLRHLMD LD
MuIL-21 MERTLVCLVVIFLGTVAHKSSP QGPDRLLIRLRHLIDI

Hu PEFLPAPEDVETNCEWSAFSCFQRAQLKSANTGNNERIINVSIKKLKRKPP
Cyno PEFLPAPEDVETNCEWSAISCFQRKAQLKSANTGNNERIINLSIKKLKRKSP
PEFLPAPEDVETNCEWSAISCFOQRAQLKSANTGNNERIINLSIKKLKRKSP
PELLTAPQDVKGQCEHEAFACPQRKAKLRKPSNTGNNKTFINDLLAQLRRRLP
PELLSAPQDVKGHCERAAFACPOXKARLRPSNPGNNKTFIIDLVAQLRRRLP

STNAGRRQKHRLTCPSCDSYERKPPKEFLERFRSLLOKMIHQHELSSRTHGSEDS
STGAERRQKHRLTCPSCDSYRBKKPPREFLERFRSLLOKMIHQHLSSRTHGSEDS
SMQMPS@SWWLLQWQBLSSR’I’HGSEDS

JUTHE

[0219] IL-21 humana se muestra como SEQ ID NO: 2; IL-21 de raton se muestra como SEQ ID NO: 11; IL-21 de
cynomylous se muestra como SEQ ID NO: 9; IL-21 de rhesus se muestra como SEQ ID NO: 9; IL-21 de rata se
muestra como SEQ ID NO: 97.

[0220] El epitopo discontinuo determina por dos mAb anti-hlL-21 362.78.1 y 362.597.3 altamente relacionados esta
subrayado anteriormente.

Ejemplo 18 Anticuerpos monoclonales anti-idiotipo a 362.78-CHO para su uso en inmunoensayos preclinicos y
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clinicos.

[0221] Se generaron mAb anti-idiotipo especificos para 362.78-CHO para su aplicacién en inmunoensayos
preclinicos y clinicos, de manera que se pueden medir especificamente potenciales respuesta de anticuerpo anti-
362.78-CHO en los individuos tratados con este mAb terapéutico anti-IL-21.

[0222] Para distinguir entre el inmundgeno (362.78-CHO), que es en si un anticuerpo, y los anticuerpos anti-idiotipo
en este ejemplo, el inmundgeno se designara como Ab1 y un anticuerpo anti-idiotipo se designara como Ab2. Un
anticuerpo anti-idiotipico deberia inhibir (neutralizar) la unién del Ab1 a su antigeno (IL-21). Sin embargo, hay que
sefialar que en el proceso, los anticuerpos anti-Ab1 seran generados de manera que no son anti-idiotipico. Por
definicion, estos seran anticuerpos no neutralizantes de unién anti-362.78-CHO y también pueden ser de utilidad en
los inmunoensayos preclinicos y clinicos.

[0223] Métodos: para inmunizar ratones con 362.78-CHO, cinco ratones Balb/c de 6 a 8 semanas (Charles River
Laboratories, Wilmington, MA) fueron inmunizados con 362.78-CHO. Los ratones se inmunizaron inicialmente por
inyeccion subcutanea con ~ 50 ug de 362.78-CHO purificado (Lote # A2125F) en combinacién con adyuvante
Emulsigen®-P (MVP Laboratories Inc, Omaha, NE) segun las instrucciones del fabricante. Después de la
inmunizacién inicial, cada uno de los ratones recibieron 50 ug adicionales de 362.78-CHO en adyuvante
Emulsigen®-P por via subcutanea cada dos semanas durante un periodo de seis semanas. Siete dias después de la
tercera y cuarta inmunizacién se extrajo sangre de los ratones a través del plexo retroorbital y se separo el suero de
la sangre para el andlisis de su capacidad para unirse a 362.78-CHO.

[0224] La seleccion de animales de fusion usando tanto un ensayo de captura como un ensayo de neutralizacion:

[0225] Ensayo de captura: La capacidad de los anticuerpos anti-362.78-CHO de raton (Ab2, anti-idiotipo) en los
antisueros para unirse a 362.78-CHO (Ab1, producida en células CHO, lote # E10569) se evalud usando un ensayo
de ELISA de tipo captura. En este ensayo, se recubrieron pocillos de placas de ELISA de poliestireno de 96 pocillos
primero con 100 pl/pocillo de anticuerpos especifico Fc, IgG de cabra anti-humana, (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA) a una concentracion de 1 pg/mL en tampoén de recubrimiento (0,1 M NaxCOs, pH 9,6).
Las placas se incubaron durante la noche a 4°C, después de lo cual se aspiré el anticuerpo no unido y se lavaron las
placas dos veces con 300 pl/pocillo de tampdn de lavado (PBS-Tween definido como NaCl 0,137M, KCI 0,0022M,
0,0067 M de Naz;HPO4, 0,0020 M KH2PO4, 0,05% v/p polisorbato 20, pH 7,2). Los pocillos se bloquearon con 200
pL/pocillo de tampoén de bloqueo (PBS-Tween, mas 1% p/v de albimina de suero bovino (BSA) durante 60 minutos a
temperatura ambiente (RT), se aspiraron y las placas se lavaron dos veces con 300 pl/pocillo de PBS-Tween. Los
pocillos se incubaron con 362.78-CHO (Ab1, ZGI producido en células CHO, lote # E10569) a una concentracion de
1 pg/ml (en 1% de BSA en PBS-Tween). Después de 1 hora de incubacion a RT, los pocillos se aspiraron y las
placas se lavaron dos veces como se describe anteriormente. Se prepararon diluciones en serie de 10 veces (en 1%
de BSA en PBS-Tween) de los antisueros (Ab2) a partir de una dilucién inicial de 1:1000 y que varian hasta
1:1.000.000. Las muestras duplicadas de cada dilucion se transfirieron entonces a la placa de ensayo, 100 pl/pocillo.
Los sueros normales de ratén sirvieron como control negativo. Tras una incubacion de 1 hora a temperatura
ambiente, los pocillos se aspiraron y las placas se lavaron dos veces como se ha descrito anteriormente. A
continuacion se afnadié a los pocillos, 100 pl/pocillo anticuerpo conjugado a HRP especifico de Fc de IgG anti-ratdon
de cabra (Jackson ImmunoResearch Laboratories) a una dilucién de 1:5000. Tras una incubacién de 1 hora a RT, se
aspiro el anticuerpo de deteccidn no unido se aspird de los pocillos y las placas se lavaron dos veces. Después de la
aspiracion, se afadié 100 ul/pocillo de tetrametil bencidina (TMB) (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) a cada
pocillo y las placas se incubaron durante 1 minuto a temperatura ambiente. El revelado de color se detuvo mediante
la adicion de 100 ul/pocillo de reactivo de parada (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) y los valores de
absorbancia de los pocillos se leyeron en un instrumento de Molecular Devices Spectra MAX 340 a 450 nm.

[0226] Ensayo de Neutralizacion: La capacidad de los anticuerpos de raton anti-362.78-CHO anti-idiotipo (Ab2) en
los antisueros para inhibir (neutralizar) la actividad de unién de 362.78-CHO (Ab1) se evalu6é mediante un ensayo de
neutralizacion basado placa. En este ensayo, los pocillos de placas de ELISA de poliestireno de 96 pocillos se
recubrieron primero con 100 uL/pocillo de ligando de IL-21 humana (lote # A1207F) a una concentracion de 1 pg/ml
en Tampon de Recubrimiento (0,1 M Na>COs, pH 9,6). Las placas se incubaron durante la noche a 4°C, después de
lo cual se aspird el ligando no unido y se lavaron las placas dos veces con 300 ul/pocillo de tampén de lavado (PBS-
Tween definido como 0,137M NaCl, KCI 0,0022M, 0,0067M Na;HPOQO4, 0,0020M KH2POQ4, 0,05% v/p polisorbato 20,
pH 7,2). Los pocillos se bloquearon con 200 ul/pocillo de tampdn de bloqueo (PBS-Tween, mas 1% p/v albumina de
suero bovino (BSA)) durante 1 hora, después de lo cual las placas se lavaron dos veces con tampén de lavado. Se
prepararon diluciones en serie de 10 veces (en 1% de BSA en PBS-Tween) de los antisueros (Ab2) con una dilucion
inicial de 1:100 y que variaban hasta 1:100.000. Los sueros normales de raton sirvieron como control negativo. Las
muestras duplicadas de cada dilucion se transfirieron a una placa de diluciéon de 96 pocillos, 100 u L/pocillo. Ab1 se
afiadio como una solucién 2x, 100 ul/pocillo. Tras una incubacién de 45 minutos a RT, se transfirieron 100 ul/pocillo
a la placa de ensayo después de aspirar el tampon de bloqueo. Tras una incubacién de 1 hora a temperatura
ambiente, los pocillos se aspiraron y las placas se lavaron dos veces como se describe anteriormente. A
continuacion se afadié a los pocillos, 100 pl/pocillo de anticuerpo conjugado a peroxidas de rébano picante
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especifico de Fc de IgG anti-raton de cabra (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA) a una
dilucién de 1:5000, y las placas se incubaron a RT durante 1 hora. Tras la eliminacion del anticuerpo de deteccion no
unido, las placas se lavaron dos veces, se anadieron 100 ul/pocillo de tetrametilbencidina (TMB) (BioFX
Laboratories. Owings Mills, MD) a cada pocillo y las placas se incubaron durante 2 minutos a RT. El revelado de
color se detuvo mediante la adiciéon de 100 ul/pocillo de reactivo de parada (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) y
los valores de absorbancia de los pocillos se leyeron en un instrumento de Molecular Devices Spectra MAX 340 a
450 nm.

[0227] Fusion: Se inmnizaron dos ratones con los titulos mas altos de neutralizacion anti-362.78-CHO una ultima vez
con aproximadamente 50 ug de 362.78-CHO (Ab1) en PBS sin adyuvante por via subcutanea. Cuatro dias mas
tarde, se recogieron el bazo y los ganglios de estos ratones. Se realiz6 electrofusiéon utilizando métodos estandar
conocidos en la técnica para fusionar los linfocitos con células de mieloma de raton P3-X63-Ag8.653 (American Type
Culture Collection, CRL 1580) en una relacion linfocitos:mieloma 1:1, utilizando el aparato Cyto-pulse CEEF-50 (Cyto
Pulse Sciences Inc., Glen Burnie, MD). La mezcla de fusion se distribuy6 en placas de 96 pocillos de base plana.
Los pocillos de las placas de fusién se alimentaron tres veces con un reemplazo de 70% de medio de crecimiento de
hibridoma (IMDM con 1x L-glutamina (100x), 1x penicilina-estreptomicina (100x), todos de Gibco Invitrogen,
Carlsbad, CA, 10% de suero Fetalclone1 , no inactivado por calor (Hyclone, Logan, UT), 10% de factor de clonacién
de hibridoma (BM Condimed HI Roche Diagnostic, Indianapolis, IN), suplemento HAT 1x (50x, Gibco Invitrogen). Los
pocillos se ensayaron diez dias después de la siembra de la fusion.

[0228] Seleccion de pocillos madre: Las placas de fusién de 96 pocillos fueron seleccionadas para la presencia de
anticuerpos de idiotipo anti-362.78-CHO de ratén utilizando un ELISA de estilo de captura como se ha descrito
anteriormente, excepto que los sobrenadantes de hibridoma se ensayaron sin diluir de las placas de cultivo. Las
células de hibridoma de los pocillos positivos se expandieron con éxito en el cultivo en placas de 24 pocillos. Cuando
la densidad de los cultivos de 24 pocillos fue de aproximadamente 4-6 x 10° células/ml, el sobrenadante
(aproximadamente 1,5 ml) se recogié y se almacend de forma individual para cada pocillo y las células de cada
pocillo se crioconservaron. El medio de congelacion consistia en 90% de suero Fetalclone 1 y 10% de DMSO. Cada
uno de los sobrenadantes de los 24 poicllos se volvieron a analizar, tanto en el ELISA de captura como el ensayo de
ELISA de neutralizaciéon basado en placa descrito anteriormente. Los resultados indicaron que después de la
expansioén, todos los sobrenadantes de los pocillos madre habian conservado su capacidad de reconocer el
anticuerpo 362.78-CHO (Ab1) en solucion. Siete de los sobrenadantes de pocillos madre retuvieron su capacidad
para neutralizar la unién de Abl a ligando IL-21 humano.

[0229] Clonacién: Las células de 5 pocillos madre fueron elegidos de acuerdo a su actividad neutralizante y se
clonaron en medio de crecimiento de hibridoma suplementado con 1x HT (100x, Gibco Invitrogen) con el fin de aislar
un hibridoma clonal que produce el mAb neutralizante de interés. Las células se clonaron en placas de cultivo celular
de microtitulacion de 96 pocillos usando una aproximadacion de dilucion de baja densidad estandar (menos de 1
célula por pocillo) y se evaludé la monoclonalidad por examen microscopico de pocillos para un solo foco de
crecimiento antes del ensayo. Seis dias después de la siembra, todas las placas se cribaron mediante ELISA de
neutralizacion para anticuerpos anti-362.78-CHO anti-idiotipo inhibidores. Las células de hibridoma de los pocillos
positivos se expandieron con éxito en placas de 24 pocillos.

[0230] Seleccidn de clones de primera ronda: Los sobrenadantes de aproximadamente 6 pocillos de cada linea de
hibridoma clonada que fueron positivos para mAb especifico y originados de pocillos con una unica colonia de
crecimiento de hibridoma se obtuvieron de cada grupo de clonacién y se volvieron a cribar a diversas diluciones en
el ELISA de neutralizacion para identificar un mejor clon que produce mAb neutralizante. Cuando la densidad de un
mejor clon de los cultivos de 24 pocillos fue de aproximadamente 4-6 x 10° células/ml, el sobrenadante se recogi6 de
forma individual y se almacené para cada pocillo y las células de cada pocillo se crioconservaron.

[0231] Resumen: se generaron anticuerpos monoclonales de ratén (Ab2) reactivos contra el anticuerpo expresado
recombinantemente 362.78-CHO (Ab1) y presentan actividad neutralizante capaz de bloquear la unién del
anticuerpo 362.78-CHO a IL-21 humana. Estos anticuerpos se pueden utilizar como reactivos en inmunoensayos
preclinicos y clinicos.

Ejemplo 19 La unién de IL-21 nativa intracelular humana y de mono cynomolgus (pero no IL-21 de ratén o rata) por
mAb de IL-21 362.78.1.44

[0232] Los anticuerpos monoclonales anti-IL-21 neutralizantes descritos en este documento fueron generados a
partir de ratones transgénicos que expresan genes de inmunoglobulina humana y se inmunizaron con IL-21 humana
recombinante (ver Ejemplo 1). Era importante confirmar que el clon de mAb de IL-21 362.78.1.44 se puede unir y
neutralizar la IL-21 humana nativa, ademas de la forma recombinante de la IL-21. Ademas, con el fin de apoyar los
estudios de toxicologia preclinicos, es util entender la capacidad de unién del clon de mAb de IL-21 362.78.1.44 a la
IL-21 en una variedad de especies. Para probar esto, una estrategia es marcar el clon de mAb de IL-21 362.78.1.44
con un colorante fluorescente y utilizarlo para detectar IL-21 intracelular en células T activadas por citometria de
flujo. En este estudio, se activaron in vitro leucocitos de sangre periférica recién aisladas de humano y de
cynomolgus monkey, asi como esplenocitos de rata y ratén, con PMA y ionomicina durante 24 horas para inducir la
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produccién de IL-21. Se recogieron las células, se fijaron, se permeabilizaron y se tifieron para la expresion de CD3
o CD4 (para definir poblaciones de células T auxiliares) y IL-21 usando el clon de mAb de IL-21 362.78.1.44
marcado con ALEXA FLUOR-647 (AF-647), y se comparé con la intensidad de la tincion inducida por un anticuerpo
de control de isotipo coincidente. Una sefial positiva en este ensayo, por encima de la observada para el mAb de
control de isotipo, demuestra la unién especifica del clon de mAb de IL-21 362.78.1.44 a IL-21 enddgena en la
especie de ensayo, aunque no es un indicador de la actividad neutralizante de IL-21. Se requieren mas estudios
para demostrar la neutralizacion de IL-21 en una especie que da positivo para la union de IL-21 con el clon de mAb
anti-IL-21 humana 362.78.1.44 (véase el ejemplo 20).

[0233] Aislamiento de PBMC humanas: se recogieron 100 ml de sangre periférica de voluntarios humanos sanos
(ZymoGenetics) en tubos Vacutainer de tapa verde con heparina (Becton Dickinson, San Jose, CA). La sangre se
diluyé con 100 ml de PBS a temperatura ambiente y se distribuyeron alicuotas de 35 ml en tubos cénicos de 50 ml.
Se colocaron en una subcapa 14 ml de Ficoll/Paque PLUS (Pharmacia, Uppsala, Suecia) a temperatura ambiente y
los tubos se centrifugaron durante 20 minutos a 2000 rpm. La capa de interfase de PBMC se extrajo y se lavd dos
veces con medio de ensayo (RPMI 1640 con suplemento de penicilina/estreptomicina, 10% de suero bovino fetal,
piruvato sddico, 2 pM de beta-mercaptoetanol, todos de Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células viables se contaron
en azul de tripano usando técnicas estandar.

[0234] Aislamiento de PBMC de mono cynomolgus: se recogieron 40 ml de sangre periférica en tubos Vacutainer de
tapa verde con heparina (BD Biosciences) de un mono cymomolgus de la Universidad de Washington en Seattle. La
sangre se diluyé con 40 ml de PBS a temperatura ambiente y se distribuyeron alicuotas de 35 ml en tubos conicos
de 50 ml. Se colocaron en una subcapa catorce ml de Ficoll/lPaque PLUS (Pharmacia, Uppsala, Suecia) a
temperatura ambiente y los tubos se centrifugaron durante 25 minutos a 2000 rpm. La capa de interfase de PBMC
se elimind y se lavo dos veces con medio de ensayo (RPMI 1640 con suplemento de penicilina/estreptomicina, 10%
de suero bovino fetal, piruvato sodico, 2 uM de B-mercaptoetanol). Las células viables se contaron en azul de tripano
usando técnicas estandar.

[0235] Aislamiento de esplenocitos murinos y de rata: se prepararon esplenocitos de rata y ratéon de acuerdo con el
siguiente protocolo. Un bazo recién recogido se deshizo suavemente en una suspension de células individuales
utilizando los extremos de dos portaobjetos de vidrio esmerilado. Las células se pasaron entonces a través de un
filtro de malla de nylon de 70um para eliminar los grumos. Los glébulos rojos se lisaron resuspendiendo el sedimento
celular en 2 ml de tampédn de lisis ACK durante 10 minutos a temperatura ambiente. Esta reaccion se detuvo
mediante la adicion de medio de ensayo, a continuacion se centrifugaron las células (1200 rpm durante 5 minutos),
se resuspendieron y se pasaron sobre otro filtro de malla de nylon para eliminar los residuos celulares. Las células
viables se contaron en azul de tripano usando técnicas estandar.

[0236] Activacion durante la noche de las células con PMA e ionomicina: Las células de todas las especies se
resuspendieron a 2,0 x 10E6 células por ml. Se sembré a continuacién un ml de células con o sin la adicién de 20
ng/ml de PMA y 200 ng/ml de ionomicina en una placa de 24 pocillos y se incubd a 37°C durante 20 horas en un
incubador humidificado de cultivo de tejidos con CO, al 5%. Después de 20 horas, se afiadié 1,0 pl de GolgiPlug (BD
Pharmingen) a cada pocillo y se incubaron las células durante un periodo adicional de cuatro horas.

[0237] Recogida de células y tincién de superficie: Después de la incubacion de 24 horas descrita anteriormente, se
recogieron las células, se lavaron con tampdén FACS frio y se sembraron a 2,0 x 105 - 5,0 x 10E5 células por pocillo
en una placa de cultivo de 96 pocillos de tejido (Becton Dickinson and Co., Franklin Lakes, NJ). Las células fueron
tefiidas con 1 pg/ml de uno o mas de los siguientes anticuerpos, segun el caso: anti-CD4-PE murino, anti-CD3-PE
de rata, anti-B220-PE de rata, o anti-CD4-PE de mono, o anti-CD4-PE humana durante 20 minutos en hielo. Las
células fueron lavadas dos veces en PBS en la preparacion para la fijacion.

[0238] Fijacion de la célula y permeabilizacidn: Para fijar las células, cada sedimento celular se resuspendié en 200
pl de paraformaldehido al 2% y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos. Las células se centrifugaron a
continuacion (5 minutos a 1200 rpm) y los sobrenadantes se aspiraron, y las células se resuspendieron en un
tampon de permeabilizacion [PBS suplementado con 0,1% de saponina (Calbiochem) y 0,5% de BSA (Sigma)]
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

[0239] Tincidn intracelular: Después de la fijacién y permeabilizacion, las células se tifieron con ~ 1 pug/ml de uno de
los siguientes anticuerpos marcados: anti-IL-21-AF647 de ratén, clon de anti-IL-21 humana 362.78.1.44-AF647
(ambos producidos en ZymoGenetics) o un anticuerpo anti-IL-21-AF647 humana comparador de BD Pharmingen.
Las células fueron incubadas a temperatura ambiente en la oscuridad durante 40 minutos. Después de 40 minutos,
las células se lavaron dos veces con tampon FACS (HBSS suplementado con 1% de BSA, 2% de suero AB humano
y 0,05% HEPES).

[0240] Adquisicion y analisis de datos: Al finalizar la tincidn y el lavado, las células se resuspendieron en 400 ul de

tampdn FACS y se recogieron datos utilizando un FACS Calibur (BD Pharmingen) que ejecutaba el software
CellQuest. Los datos fueron analizados utilizando el software de analisis de datos de FCS Express (De Novo
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Software, Los Angeles, CA).

[0241] Resultados: Deteccion de IL-21 humana en células T humanas estimuladas con PMA + ionomicina: Mientras
que sélo el 0,015% de las células T CD3 + dieron positivo mediante el control de isotipo, aproximadamente el 9% de
las células T CD4 + dieron positivo para IL-21 utilizando la el clon de mAb de IL-21 362.78.1.44 marcado con AF-
647. La misma fraccion de las células IL-21+ se detectd usando el mAb de IL-21 comercialmente disponible de
eBiosciences. Esto demuestra que el mAb de IL-21 se puede unir a IL-21 producida de forma enddgena en las
células T CD4 + humanas.

[0242] Deteccion de IL-21 de mono cynomolgus en estimularon células mononucleares de sangre periférica
estimuladas con PMA + ionomicina: Aproximadamente 3,6% de las células T CD3+ de cyno dieron positivo para IL-
21 usando el clon de mAb de IL-21 362.78.1.44 marcado con AF-647, en comparacion con 0,1% de positivos
utilizando el control de isotipo. Este nimero es mayor que el detectado usando un mAb anti-IL-21 comercialmente
disponible de eBiosciences. Esta discrepancia puede deberse a una afinidad de unién mas débil del anticuerpo de
eBiosciences para IL-21 de cynomolgus. Estos resultados demuestran que el clon del anticuerpo anti-IL-21
362.78.1.44 se puede unir a IL-21 producido de forma enddgena en células T CD3+ de mono Cynomolgus.

[0243] Deteccion de IL-21 murino en esplenocitos estimulados con PMA + ionomicina: Utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-IL-21 de rata generado en ZymoGenetics como control positivo, aproximadamente el 13,5% de las
células T CD4+ de ratén activadas fueron positivas para IL-21. Sin embargo, como se predijo a partir de las
transferencias Western y los ensayos de bioactividad de neutralizacion que demuestran que el clon de mAb anti-IL-
21 362.78.1.44 no se une o neutraliza la IL-21 de raton (ver los Ejemplos 3 y 9), el clon de mAb anti-IL-21 humana
362.78.1.44 marcado con AF647 no detectod células positivas en IL-21. Esto demuestra una vez méas que el clon de
mADb anti-IL-21 362.78.1.44 no se une a IL-21 murina.

[0244] Deteccion de IL-21 de rata en esplenocitos estimulados con PMA + ionomicina: esplenocitos de rata se
estimularon durante la noche en presencia de PMA y ionomicina. Estas condiciones de estimulacion fueron
suficientes para producir células T positivas en IL-21 en las células T murinas, de humano, y mono cynomolgus. En
este experimento, ni el mAb anti-IL-21 de raton ni el clon de mAb anti-IL-21 362.78.1.44 detectaron células que
fueron positivas para IL-21. Sin embargo, dado que no habia control positivo en este experimento, este resultado
negativo no elimina de manera concluyente la posibilidad de que el clon de mAb anti-IL-21 362.78.1.44 se pueda
unir a IL-21 de rata. Sin embargo, estos datos, considerados junto con la falta de neutralizacién de bioactividad de
IL-21 de rata por el clon de mAb anti-IL-21 362.78.1.44 en otros ensayos (véase el Ejemplo 9), sugiere fuertemente
que este mAb probablemente no se une a IL-21 de rata.

[0245] Conclusion: El clon de mAb de IL-21 362.78.1.44 descrito en este documento claramente se une a las formas
nativas de mono cynomolgus y humano de la proteina IL-21, pero no a IL-21 murino o de rata.

Tabla 14
Especies Isotipo de control mAb anti-IL-21 humano | Control positivo anti-IL-
(clon 78) 21

humana 0,015% de células T CD3+ | 9% de células T CD3+ | 10% de células T CD3+
de tincion positiva con un | fueron IL-21+ fueron IL-21+
control hiIG4-AF647 (eBiosciences alL-21

mAb+)

mono cynomolgus 0,17% de células T CD3+ | 3,6% de células T CD3+ | 0,2% de células T CD3+
de tincidon positiva con un | fueron IL-21+ fueron ILr21+*
control hiIG4-AF647

raton No se usd isotipo de | No se detectaron 13,5% de células T CD4+
control fueron IL-21+

rata No se uso isotipo de | No se detectaron No disponible
control

* (este mAb puede no unirse fuertemente a IL-21 de cyno)

Ejemplo 20 Unién y neutralizacion de |a bioactividad de IL-21 humana nativa por el clon 362.78.1.44

[0246] Los anticuerpos monoclonales anti-IL-21 neutralizantes (mAb IL-21) descritos en este documento fueron
generados a partir de ratones transgénicos que expresan genes de inmunoglobulina humana y se inmunizaron con
IL-21 humana recombinante (ver Ejemplo 1). Era importante confirmar que el clon de mAb de IL-21 362.78.1.44 se
puede unir y neutralizar la IL-21 humana nativa, ademas de la forma recombinante de la IL-21. Para demostrar la
neutralizacion de IL-21 nativa, se utilizd el ensayo basado en células Baf3/IL-21R PSTAT descrito previamente
(véase el Ejemplo 7) y se utilizaron muestras de medio acondicionado con células T CD4+ activadas como fuente de
IL-21 nativa. En este experimento, las muestras de medio acondicionado de células T se preincubaron con
cantidades variables de clon de mAb de IL-21 362.78.1.44 y se midié a continuacion el nivel de fosforilacion de
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STATS3 inducida por IL-21 (pSTAT3) en los transfectantes Baf3/hIL-21R. La neutralizacion de la IL-21 se demostrd
usando muestras de medio acondicionado de células T activadas de cuatro donantes humanos sanos diferentes.

[0247] Aislamiento de PBMC humanas y la generacién de muestras de medio acondicionado de células T: se
recogieron 100 ml de sangre periférica de 4 voluntarios humanos sanos (ZymoGenetics) en tubos Vacutainer con
heparina de tapa verde (Becton Dickinson, San Jose, CA). A continuacion, la sangre se diluy6 con 100 ml de PBS a
temperatura ambiente y se distribuyeron alicuotas de 35 ml en tubos coénicos de 50 ml. Se colocaron en una
subcapa 14 ml de Ficoll/Paque PLUS (Pharmacia, Uppsala, Suecia) a temperatura ambiente y los tubos se
centrifugaron durante 20 minutos a 2000 rpm. La capa de interfase de PBMC se extrajo y se lavd dos veces con
medio de ensayo (RPMI 1640 con suplemento de penicilina/Streptinomycin, 10% de suero bovino fetal, piruvato de
sodio, 2 uM de beta-mercaptoetanol, todos de Invitrogen, Carlsbad, CA). Se contaron las células viables en azul de
tripano usando técnicas estandar. Las células T se seleccionaron negativamente utilizando un Kit de seleccion de
células T CD4+ humanas de Miltenyi Biotec (Auburn, CA) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Utilizando
técnicas de inmunofenotipaje estandar, se determiné posteriormente que las células T CD4+ eran > 95% puras por
citometria de flujo. Las células T se incubaron entonces durante tres dias a 5x10e5 células por pocillo en una placa
de 24 pocillos pre-recubierta con 5,0 ug/ml de anticuerpo anti-CD3 en medio distorsionador Th1 que contenia 5,0
ug/ml de anti-IFNy, 1,0 pg/ml de anti-CD28 (todos de Becton Dickinson) y 10 ng/ml de IL-12 (R & D Systems,
Minneapolis, MN). Después de tres dias, se lavaron las células, se resembraron en medios que contienen 25 ng/ml
de PMA y 500 ng/ml de ionomicina y se incubaron durante cinco horas a 37°C. Después de cinco horas, se
recogieron las muestras de medio acondicionado y se congelaron y almacenaron a -80°C hasta el dia del
experimento.

[0248] Para estimar la concentracion aproximada de IL-21 en las muestras de medio acondicionado de células T, se
preparaon diluciones en serie 1:4 y se ensayaron para la induccién de la fosforilacion de STAT3 en los
transfectantes Baf3/hIL-21R. Siguiendo el protocolo de bioensayo de pSTAT3 de 10 minutos descrito en el Ejemplo
7, la concentracion relativa de IL-21 en cada muestrade medios acondicionadoo se estimé comparando el nivel de
pSTAT3 con el generado utilizando una titulacién de IL-21 recombinante. Usando estos datos, la concentracion de
IL-21 en cada una de las cuatro muestras de medio acondicionado se determiné que era entre 5,0 y 10,0 ng/mL.

[0249] Para demostrar la neutralizacion de la fosforilacion de STAT3 inducida por IL-21 nativa, se preincubaron
diluciones 1:10 (concentraciones finales de IL-21 entre 0,5 y 1,0 ng/ml) de las cuatro muestras de medio
acondicionado de células T durante 30 minutos a 37°C con una dilucién en serie 1:4 de clon de mAb de IL-21
362.78.1.44. La concentracién del clon 362.78.1.44 vario desde 0,4 hasta 400 ng/mL. Después de 30 minutos, las
muestras de medio acondicionado + mAb de IL-21 fueron transferidas a una placa de células Baf3/hIL-21R y se
incubaron durante 10 minutos adicionales a 37°C. Después de 10 minutos, las reacciones se pararon con tampén de
lavado frio, las células se lisaron y se midi6 la cantidad de pSTATS3 utilizando el método descrito en el Ejemplo 7.

[0250] En las cuatro muestras de medio acondicionado, el clon de mAb de IL-21 362.78.1.44 neutralizé eficazmente
la actividad de IL-21 (datos resumidos en la Tabla 15). Estos datos demuestran claramente eficaz la unién y la
neutralizacion de la IL-21 humana nativa por el clon 362.78.1.44.

Tabla 15: Neutralizacién de IL-21 nativa por clon de mAb de IL-21 362.78.1.44

Induccién de pSTAT3 (nimero de veces sobre la base
Conc. de mAb Donante 1 Donante 2 Donante 3 Donante 4
de IL-21 (ng/ml)
0,4 69,49 56,32 61,11 62,73
1,6 79,84 61,73 68,24 65,41
6,25 70,76 10,46 7,51 60,65
25 2,16 1,62 1,70 2,49
100 168 1,43 1,51 1,49
400 159 1,30 1,14 1,51
Ejemplo 21

21A. Estudio de toxicidad piloto con mAb de IL-21 362.78-CHO en monos cynomolgus

[0251] La especificidad de epitopo de mAb de IL-21 362.78-CHO es compartida por los seres humanos, monos
rhesus y mono cynomolgus (véanse los Ejemplos 17 y 17b), por lo tanto, la tolerabilidad y la toxicidad de mAb de IL-
21 fueron probados en monos cynomolgus, una especie relevante para evaluacion de la seguridad.

[0252] Se trataron monos Cynomolgus con una sola inyeccion de mAb de IL-21 362.78-CHO y se controlaron los
signos clinicos de 4 a 8 semanas después del tratamiento. EI mAb de IL-21 fue administrado por inyeccion
subcutanea o intravenosa en dosis de 5 0 100 mg/kg. No se observaron signos clinicos. No se observaron cambios
significativos en el peso corporal o la coagulacion. No se observaron cambios en la quimica del suero o la
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hematologia atribuibles a la toxicidad del farmaco. El tratamiento solo con mAb de IL-21 362.78-CHO a 5 o 100
mg/kg fue bien tolerado por todos los animales.

[0253] La necropsia se realizé en animales a dosis alta (100 mg/kg). No se observaron cambios anatémicos
importantes. El andlisis histopatolégico de los animales a dosis altas mostré hiperplasia linfoide minima en los tejidos
linfoides. Los analisis de inmunohistoquimica de los tejidos linfoides mostraron un aumento moderado en el tamafio
del foliculo y en tipos de células asociadas de foliculo. Estos cambios podrian relacionarse con la actividad
farmacoldgica de mAb de IL-21 362.78-CHO, ya que se sabe que IL-21 afecta directamente el desarrollo y la salida
de las células B de los foliculos linfoides y apoyan el cambio de clase, maduracién de afinidad y el desarrollo de
células plasmaticas.

[0254] EI comportamiento farmacocinético y la biodisponibilidad de mAb de IL-21 362.78-CHO se controlé en un
estudio de dosis unica en monos cynomolgus. Ocho de estos monos fueron tratados con mAb de IL-21 362.78-CHO.
Tres fueron tratados mediante inyeccién subcutanea de 5 mg/kg y tres fueron tratados por inyeccion intravenosa de
5 mg/kg. Dos fueron tratados por inyeccién intravenosa de 100 mg/kg. Se tomaron muestras de suero para el
analisis de los niveles de mAb de IL-21 362.78-CHO durante cuatro semanas después del tratamiento para el grupo
de 100 mg/kg y durante ocho semanas después del tratamiento para los dos grupos 5 mg/kg. El analisis no
compartimental de los perfiles farmacocinéticos mostré que la exposicion aumentd de manera proporcional a la dosis
con la administracion intravenosa de 5 o 100 mg/kg de mAb de IL-21. La biodisponibilidad de mAb de IL-21 362.78-
CHO fue de aproximadamente el 50% después de la administracion subcutanea. La vida media terminal estimada
para mAb de IL-21 fue de 10-14 dias. La vida media terminal estimada del inserto* de mAb de IL-21: 362.78-CHO en
monos cynomolgus fue de 10-14 dias.

21B. Estudio de farmacologia piloto con 362.78-CHO en monos cynomolgus

[0255] La especificidad de epitopo de mAb de IL-21 362.78-CHO es compartida por los seres humanos, monos
rhesus y macacos cynomolgus (véanse los Ejemplos 17 y 17b), por lo tanto, se analizé la farmacologia in vivo de
mAb de IL-21 en monos de cynomolgus, una especie relevante para la evaluacién farmacodinamica.

[0256] Se trataron monos Cynomolgus con una sola inyeccion de mAb de IL-21 362.78-CHO y se controlaron los
signos clinicos durane 4 a 8 semanas después del tratamiento. El mAb de IL-21 362.78-CHO se administré por
inyeccion subcutanea o intravenosa en dosis de 5 0 100 mg/kg. Todos los animales fueron controlados por cambios
en la composicion de leucocitos de sangre periférica por citometria de flujo. No se observaron cambios relacionados
con el tratamiento en la concentracion de monocitos o células B, en los subgrupos de células T CD4 y CD8, ni en la
proporcion de células CD4 con respecto a CD8. Se observo una reduccion en la concentracion de células NK
después de la administracion de mAb de IL-21 362.78-CHO. En todos los grupos de tratamiento, las células NK de
sangre periférica se redujeron a las 24 h después del tratamiento, en relacion a los valores basales. En cinco de los
ocho animales, los niveles de NK se mantuvieron por debajo del 60% del valor de linea base durante al menos dos
semanas. Se requerira un estudio de confirmacion con los controles adecuados para manipular el estrés y otras
fuentes de variabilidad en la concentracién de células NK de la sangre periférica para confirmar esta observacion.

Ejemplo 22- El anticuerpo anti-mlL-21 disminuye la incidencia y progresién de la enfermedad en modelo de artritis
inducida por colageno de ratén (CIA)

Modelo de artritis inducida por colageno de ratén (CIA)

[0257] Existen varios modelos animales para la artritis reumatoide conocidos en la técnica. Por ejemplo, en el
modelo de artritis inducida por colageno (CIA), los ratones desarrollan artritis inflamatoria crénica que se parece
mucho a la artritis reumatoide humana. Dado que la CIA comparte caracteristicas inmunoldgicas y patoldgicas
similares con la AR, esto hace que sea un modelo ideal para la deteccion de potenciales compuestos
antiinflamatorios humanos. El modelo CIA es un modelo bien conocido en ratones que depende tanto de una
respuesta inmune, como de una respuesta inflamatoria, para que tenga lugar. La respuesta inmune comprende la
interaccion de células B y células T CD4+ en respuesta al colageno, que se da como antigeno, y conduce a la
produccién de anticuerpos anti-colageno. La fase inflamatoria es el resultado de respuestas de los tejidos de
mediadores de la inflamacién, como consecuencia de algunos de estos anticuerpos que reaccionan de forma
cruzada con el colageno nativo del ratén y que activan la cascada del complemento. Una ventaja en el uso del
modelo CIA es que se conocen los mecanismos basicos de la patogénesis. Los epitopos de células T y de células B
relevantes en el colageno de tipo Il han sido identificados, y se han determinado varios parametros inmunolédgicos
(por ejemplo, hipersensibilidad de tipo retardado y anticuerpo anti-colageno) e inflamatorios (por ejemplo, citoquinas,
quimiocinas, y enzimas que degradan la matriz) relacionados con la artritis mediada por el sistema inmune, y por lo
tanto se puede utilizar para evaluar la eficacia del compuesto de ensayo en el modelo CIA (Wooley, Curr Opin
Rheum 3: 407-20, 1999; Williams et al, Immunol 89: 9784-788, 1992; Myers et al, Sci Life 61: 1861-1878, 1997; y
Wang et al, Immunol. 92: 8955-959, 1995). La eficacia potencial de un mAb de rata anti-IL-21de ratén producido en
ZymoGenetics fue probado en el modelo de CIA, tal como se describe a continuacion.

[0258] Se utilizaron ratones DBA/1J machos de diez semanas de vida (Jackson Labs) para la dosificacion
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terapéutica (es decir, como ratones que consiguen la enfermedad establecida). En el dia -21, todos los animales
recibieron una inyeccién de cola intradérmica de 100 microlitros de 1 mg/ml de colageno tipo Il de polluelo formulado
en adyuvante completo de Freund (preparado por Chondrex, Redmond, WA), y tres semanas mas tarde en el dia 0
se les dio la misma inyeccién excepto que preparada en adyuvante incompleto de Freund. Se administré un
anticuerpo anti-IL-21 o el vehiculo (PBS) como una inyeccion intraperitoneal cada dos dias para un total de 6 dosis
tan pronto como el ratén desarrollé la enfermedad establecida. Los ratones (n = 7 por tratamiento) recibieron 0,15
mg de un anticuerpo anti-IL-21 por animal por dosis, o el control del vehiculo, PBS (Life Technologies, Rockuville,
MD). Los animales comenzaron a mostrar sintomas de la artritis después de la segunda inyeccién de colageno, con
la mayoria de animales desarrollando inflamacion en 1-2 semanas. La extension de la enfermedad se evalu6 en
cada pata utilizando un calibrador para medir el grosor de la pata, y asignando una puntuacion clinica (0-3) a cada
pata.

Seguimiento de la enfermedad:

[0259] Los animales pueden comenzar a mostrar signos de inflamacion de la pata poco después de la segunda
inyeccion de colageno, y algunos animales pueden incluso comenzar a tener signos de inflamacion del dedo del pie
antes de la segunda inyeccién de colageno. La mayoria de los animales desarrollan artritis en 1 - 2 semanas desde
la inyeccion de refuerzo, pero algunos pueden requerir un periodo de tiempo mas largo. La incidencia de la
enfermedad en este modelo es normalmente del 90-100%, y se observan habitualmente 0-5 no respondedores
(determinada después de 6 semanas de observacion) en un estudio usando 60 animales. Dado que este estudio
incluy6 solamente los ratones con la enfermedad establecida, los ratones que no desarrollaron artritis no fueron
utilizados. Cabe indicar que a medida que comienza la inflamacién, puede haber una aparicién transitoria comun de
la pata de bajo grado variable o la inflamacion del dedo del pie. Por esta razén, un animal no se considera que
tienen la enfermedad establecida hasta desarrollar una inflamacién de la pata notable y persistente.

[0260] Todos los animales se observaron diariamente para evaluar el estado de la enfermedad en sus patas, lo que
se hizo mediante la asignaciéon de una puntuacion clinica cualitativa a cada una de las patas. Todos los dias, se
puntué cada animal en sus 4 patas de acuerdo a su estado de enfermedad clinica. Para determinar la puntuacion
clinica, la pata puede considerarse como que tiene 3 zonas, los dedos de los pies, la pata en si (manus o pes), y la
articulacion de la mufieca o el tobillo. El alcance y la gravedad de la inflamacién con respecto a estas zonas se tuvo
en cuenta, incluyendo: la observaciéon de cada dedo del pie para la hinchazén; ufas rasgadas o enrojecimiento de
los dedos de los pies; indicacion de cualquier evidencia de edema o enrojecimiento en cualquiera de las patas;
indicacion de cualquier pérdida de demarcacion anatémica fina de tendones o huesos; evaluacién de la mufeca o el
tobillo para cualquier edema o enrojecimiento; e indicacién de si la inflamacién se extiende proximalmente hasta la
pierna. Una puntuacién de pata de 1, 2 6 3 se basa en primer lugar en la impresion global de la gravedad, y la
segunda sobre como se involucraron muchas zonas. La escala utilizada para la puntuacion clinica se muestra a
continuacion.

[0261] Puntuacion clinica:

0 = Normal

0,5 = Uno o mas dedos implicados, pero solo los dedos de los pies estan inflamados

1 = leve inflamacién que implica la pata (1 zona), y pueden incluir un dedo o dedos del pie

2 = inflamacién moderada en la pata y puede incluir algunos de los dedos de los pies y/o la mufieca/tobillo (2 zonas)
3 = grave inflamacion en la pata, mufieca/tobillo, y algunos o todos los dedos de los pies (3 zonas)

[0262] La enfermedad establecida se defini6 como una puntuacién cualitativa de la inflamacion de la pata de
puntuacién 1 o mas, que persistié6 durante dos dias seguidos. Una vez establecido que la enfermedad estaba
presente, se registré la fecha y se design6é como primer dia de ese animal con "enfermedad establecida".

[0263] Los ratones que recibieron un anticuerpo anti-mlL-21 se caracterizaron por una reduccién en inflamacion de
la pata en el transcurso del experimento y tenian una puntuacion de artritis promedio de aproximadamente 25%
menor en comparacion con los ratones que recibieron PBS. Estos resultados indican que un anticuerpo anti-mlL-21
redujo la inflamacion de la pata y progresién de la enfermedad asociada con este modelo de artritis y sugieren que
un anticuerpo anti-IL-21 puede ser eficaz en el tratamiento de la artritis humana.

Ejemplo 23 Expresiéon de IL-21R en muestras de piel psoriasica humanas

[0264] La expresion de IL-21R se limita generalmente a las células de origen hematopoyético. Sin embargo, en la
configuracion de la enfermedad inflamatoria, la expresion de IL-21R en las células no hematopoyéticas puede
proporcionar un estimulo directo a tipos de células que median los cambios funcionales en los tejidos afectados. En
la psoriasis, el crecimiento de queratinocitos esta desregulado, con hiperplasia epidérmica psoriaforme,
diferenciacion terminal aberrante, y el desarrollo incompleto de la capa cérnea. La IL-21 producida por la infiltracién
de células Th1y Th17 en la piel psoriasica podria promover cambios funcionales en los queratinocitos, incluyendo la
proliferacién celular, la produccidon de quimioquinas, y la diferenciacién alterada. Por lo tanto, se investigo la
presencia de IL-21R en los queratinocitos en lesiones de piel psoriasica.
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[0265] Métodos: Se realizé6 un andlisis inmunohistoquimico de 18 muestras de biopsia de piel de 4 donantes
humanos normales y 9 pacientes con psoriasis utilizando un anticuerpo IgG1 de ratéon contra la IL-21R humana
producida en ZymoGenetics. Para los pacientes con psoriasis, un subconjunto (5) proporcion6 muestras de la piel
tanto lesional como no lesional. Se observo un alto grado de hiperplasia epidérmica en el examen histopatoldgico de
la piel lesional de todos los donantes. La inmunoreactividad (tincion) de IL-21R en determinados tipos de células se
obtuvo basandose en la frecuencia de células positivas y la intensidad de la tincion.

[0266] Resultados: En la piel normal y en la piel no lesional de los pacientes con psoriasis, la tincion de IL-21R fue
positiva en ocasionales células mononucleares intra-epidérmicas (MNC), macréfagos dispersados y células similares
a fibroblastos. La tincion positiva para IL-21R estaba presente en un alto nimero de MNC en todas las muestras de
los pacientes con psoriasis lesional. Las muestras tefiidas con un anticuerpo de control de isotipo de raton fueron
negativas. Hubo una tinciéon minima o nula de IL-21R en los queratinocitos epidérmicos de la piel normal. En las
biopsias de piel no lesional de pacientes con psoriasis, se observo tincion leve en los queratinocitos epidérmicos en
4 muestras, y no se observo tincién moderada en el estrato espinoso en el quinto ejemplo. Hubo una tincién de leve
a fuerte de areas focales de los queratinocitos en las muestras lesionales de 8 de los 9 pacientes con psoriasis.

[0267] Conclusion: En las lesiones de la piel psoriasica, la expresion de IL-21R no se limita a la infiltracion de
leucocitos, sino también a la regulaciéon por incremento de los queratinocitos epidérmicos. La presencia de mayor
tincion de IL-21R en los queratinocitos epidérmicos en la piel no lesionada de pacientes con psoriasis, en
comparacion con los controles normales, sugiere que incluso en piel no involucrada, los queratinocitos pueden
responder de forma aberrante a la estimulaion por IL-21. En presencia de inflamacion, se observé el aumento de IL-
21R en la infiltracion de MNC y en la capa epidérmica hiperplasica. Por lo tanto, el tratamiento de la psoriasis con un
anticuerpo de bloqueo de IL-21 puede inhibir la inflamaciéon mediante el bloqueo de las sefiales de IL-21 tanto para
las células inflamatorias como para queratinocitos epidérmicos.

Tabla 16: Inmunoreactividad de IL-21R" en piel psoriatica normal, no lesionada y lesionada

Tipo de piel (N) Epidermis® MNC?
Normal (4) 0 1
Psoriasis no lesional (5) 1 1
Psoriasis lesional® (9) 2 3

"Escala: 0 = ninguno, 1 = leve, 2 = moderado y 3 = fuerte para la expresion de IL-21R
2 puntuacion mediana de todas las muestras analizadas
® Cinco de las muestras presentaron biopsias de piel no lesional de donantes emparejados

LISTADO DE SECUENCIAS

[0268]
<110> zymoGenetics, Inc.

<120> ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-IL-21 HUMANOS

<130> P35255EP-D1-PCT

<140> 08878088.7

<141> 2008-12-08

<150> 61/012,329

<151> 2007-12-07

<160> 97

<170> FastSEQ for windows Version 4.0

<210> 1

<211> 642

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

gctgaagtga aaacgagacc aaggtctagc tctactgttg gtacttatga gatccagtcc 60
tggcaacatg gagaggattg tcatctgtct gatggtcatc ttcttgggga cactggtcca 120
caaatcaagc tcccaaggtc aagatcgcca catgattaga atgcgtcaac ttatagatat 180
tgttgatcag ctgaaaaatt atgtgaatga cttggtccct gaatttctgc cagctccaga 240
agatgtagag acaaactgtg agtggtcagc tttttcctgt tttcagaagg cccaactaaa 300
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gtcagcaaat acaggaaaca
gaaaccacct tccacaaatg
tgattcttat gagaaaaaac
adaagatgatt catcagcatc
taacttgcag ttggacacta
tattccaagt ggaggagccc
<210> 2
<211> 162
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Met Arg Ser Ser Pro Gl
1 5
val Ile Phe Leu Gly Th
20
Asp Arg His Met Ile Ar
35
Leu Lys Asn Tyr val As
50
Glu Asp val Glu Thr As
65 70
Lys Ala GIn Leu Lys Se
85
Asn val Ser Ile Lys Ly
100
Gly Arg Arg Gln Lys Hi
115
Glu Lys Lys Pro Pro Ly
130
Gln Lys Met Ile His Gl
145 15
Asp Ser
<210> 3
<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia artifi
<220>
<223>

<400> 3

1
Asp Gln Leu

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

<220>
<223>

<400>

4
19
PRT

4

Lys Cys
20
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atgaaaggat
cagggagaag
cacccaaaga
tgtcctctag
tgttacatac
tattaaatta

Asn Met

y

r Leu val

Met Arg
40
Leu

g

n Asp
55
n Cys Glu

r Ala Asn

S Leu Lys

s Arg Leu
120
s Glu Phe

135
n His
0

Leu

cial

Péptido sintético IL-21 #1

Secuencia artificial

Péptido sintético IL-21 #2

aatcaatgta
acagaaacac
attcctagaa
aacacacgga
tctaatatag
tataaagaaa

Glu Arg Ile

10
His Lys Ser
25
GlIn

Leu Ile

val Pro Glu
Ala
75

Asn

Trp Ser

Thr Gly

90

Arg Lys Pro

105

Thr Cys Pro

Leu Glu Arg

Ser Ser Arg

155

tcaattaaaa
agactaacat
agattcaaat
agtgaagatt
tagtgaaagt
ta

val Ile Cys

Ser Ser Gln

Ile val
45

Leu

Asp

Phe
60
Phe

Pro

ser Cys

Asn Glu Arg
Thr
110

Asp

Pro Ser

ser Cys
125
Phe Lys
140

Thr

Ser

His Gly

agctgaagag 360
gcccttcatg 420
cacttctcca 480
cctgaggatc 540
catttctttg 600

642

Leu Met
15
Gly GIn

Asp Gln

Ala Pro

Gln
80
Ile

Phe

Ile
95
Asn Ala

Ser Tyr

Leu Leu

Glu
160

Ser

Glu GIn Asp Arg His Met Ile Arg Met Arg GIn Leu Ile Asp Ile val
5 10

15

Asn Asp Leu val Pro Glu Phe Leu Pro Ala Pro Glu Asp val Glu Asn
1 5 15

Thr Asn Cys

<210> 5
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<211> 26
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 5
Asn val Ser Ile Lys Lys Leu Lys Arg Lys Pro Pro Ser Thr Asn Ala
1 5 10

Secuencia artificial
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Péptido sintético IL-21 #3

Gly Arg Arg Gln Lys His Arg Leu Thr Cys
20 25

<210> 6
<211> 29
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 6
Cys Asp Ser Tyr Glu Lys Lys Pro Pro
1 5

Secuencia artificial

Péptido sintético IL-21 #4

Lys Glu Phe Leu Glu Arg Phe

10

Lys Ser Leu Leu GIn Lys Met Ile His Gln His Leu Ser
20

<210> 7
<211> 162
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 7

Met
1
val
Asp
Leu
Glu
65
Lys
Asn
Gly
Glu
Asp

145
Asp

Asp Ser
Ile Phe

Arg His
35

Lys Asn

50

Asp val

Ala G1n

val ser

Arg Arg
115

Lys Lys

130

Lys Met

Ser

<210> 8
<211> 545
<212> ADN

<213>

<400> 8

Ser
Leu
20

Met
Tyr
Glu
Leu
Ile
100
Gln
Pro

Asp

Pro
5
Gly
Ile
val
Thr
Lys
85
Lys
Lys
Pro

His

Gly
Thr
Arg
Asn
Asn
70

Ser
Lys
His
Lys

Gln
150

Secuencia artificial

Asn
Leu
Met
Asp
55

Cys
Ala
Leu
Arg
Glu

135
His

Macaca fascicularis

IL-21 mutante recombinante aa

Met Glu

val His
25

Arg Gln

40

Leu Vval

Glu Trp

Asn Thr

Lys Arg
105

Leu Thr

120

Phe Leu

Leu Ser

Arg
10

Lys
Leu
Pro
Ser
Gly
90

Lys
Cys
Glu

Ser

54

Pro
Pro
Arg

Arg
155

val
ser
Asp
Phe
Phe
Asn
Pro
ser
Phe

140
Thr

Ser
Ile
45

Leu
Ser
Glu
Ser
Cys
125
Lys

His

Cys
Gln
30

val
Pro
Cys
Arg
Thr
110
Asp
Ser

Gly

15

Leu
15

Gly
Asp
Ala
Phe
Ile
95

Asn
Ser
Leu

Ser

Met
Gln
Gln
Pro
Gln
80

Ile
Ala
Tyr
Leu

Glu
160
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cgagaccaag
aggatagtca
caaggtcaag
aaaaattatg
aactgtgagt
ggaaacaatg
acaggtgcag
aaaaaaccac
cagcatctgt
gacac

<210> 9

<211> 162
<212> PRT
<213>

<400> 9
Met Arg Ser
1

val ITe Phe
His
35

Asn

Asp Arg

Leu Lys

50
Asp

Glu val

65

Lys Ala Gln

Asn Leu Ser

Glu Arg Arg

115

Glu Lys Lys
130

Gln Lys
145

Asp

Met

Ser

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

10
3072
ADN
Mus M

<400> 10

gagaaccaga
ggacccttgt
aagggccaga
aaatctatga
actgtgagca
gaaacaataa
ggaggggagg
aaaggacacc
agcatctctc
ggactgagga
tgggattgca
gttaagatcc
ctgtcaacat
gtgcttctca
ggaaaactaa
acctcttatg
aaaattgaag
tactcattac
ggctttccag
tgagggtcac
gcttaagttg

gtctagctct
tctgtctgat
atcgccacat
tgaatgactt
ggtcagctat
aaaggataat
agagaagaca
ccaaagaatt
cctctagaac

Ser Pro

Leu
20
Met

Gly
Ile

Tyr val

Glu Thr

Leu Lys
85
Ile Lys
100
GIn Lys

Pro Pro

Ile His

Gly
Thr
Arg
Asn
Asn
70

Ser
Lys
His
Lys

Gln
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actgttggta
ggtcatcttc
gattagaatg
ggaccctgaa
ttcctgtttt
caatttatca
gaaacacaga
cctagaaaga
acatggaagt

Macaca fascicularis

Asn Met

Leu val

Met Arg
40
Asp Leu
55
Cys Glu

Ala Asn

Leu Lys
Leu
120
Phe

Arg

Glu
135

His Leu

150

usculus

ccaaggccct
ctgtctggta
tcgcctectg
aaatgacttg
tgcagctttt
gacattcatc
aaagaaacag
caaagaattc
ctagaacaca
gacgccggac
agtggagaag
tttcgcccat
ggaaaatctc
agctgtggct
agcttttagc
atcctaacgg
tctttattct
cacaaacatc
ataggtacag
ccctggcettt
ccttecctecc

gtcatcagct
gtcatcttct
attagacttc
gatcctgaac
gcctgtttte
attgacctcg
aagcacatag
ctagaaagac
taggacccga
actatagacg
tacgatacgt
taactaagca
aactcaacaa
tcatcttatt
aaaaatacag
aatgatgtaa
ttaagaaaaa
tagcatattg
tttttcttct
cactgttttt
aatgtcaagt

cttatgagat
ttggggacac
cgtcaactta
tttctgccag
cagaaggccc
attaaaaagc
ctaacatgcc
ttcaaatcac
gaagattcct

Glu Arg Ile

10
His Lys Ser
25
Gln

Leu Ile

Asp Pro Glu
Ala
75

Asn

Trp Ser

Thr Gly
90
Arg Lys Ser
105
Thr

Cys Pro

Leu Glu Arg

Ser Ser Arg

155

cctggagact
tggggacagt
gtcaccttat
ttctatcagc
agaaggccaa
tggcccagct
ctaaatgccc
taaaatggct
agattcctga
ctcacgaatg
tatgataaga
gacattgtgg
gagcccagct
gcccaactgt
ctagggaatt
gctggaaata
ctttgtactt
ataactaaca
ctattaggtc
ctaaagaggc
tcctttataa

55

ccagtcctgg
tggtccacaa
tagatattgt
ctccagaaga
aactaaagtc
tgaagaggaa
cttcatgtga
ttctccaaaa
gaggatctaa

val Ile Cys
Gln
30

val

Ser Ser

Ile
45
Leu

Asp

Phe
60
Ile

Pro

ser Cys

Asn Arg
Thr
110
Asp

Pro Ser

ser Cys
125
Phe Lys
140

Thr

Ser

His Gly

cagttctggt
ggcccataaa
tgacattgtt
tccacaagat
actcaagcca
caggaggagg
ttcctgtgat
ccttcaaaag
ggatccgaga
caggagtaca
acaactcaga
ttccctgeac
tcccgtgtca
gacattcttt
tgtcgatctg
ataagcataa
gaaagcatgt
tctttatact
tatcaaaatt
aagggtgtag
gctaatagtt

caacatggag
atcaagctcc
tgatcagctg
tgtagagaca
agcaaataca
atcaccttcc
ttcttatgag
gatgattcat
cttgcagttg

Leu Met

Gly Gln

Asp Gln

Ala Pro

Gln
80
Ile

Phe

Ile
95
Gly Ala

ser Tyr

Leu Leu

Glu
160

Ser

ggcatggaga
tcaagccccc
gaacagctga
gtaaaggggc
tcaaaccctg
ctgcctgceca
tcgtatgaga
atgattcatc
agattcccga
tcttgcctct
aaagctatag
agactccatg
gggatttctg
gattggaagg
cgagagtaag
gatgaaattg
ctgaagagtt
ctacaagaga
taacctatta
taagaagcag
taatcttgtg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
545

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
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aagatggcaa
ttttcaagtt
ctccagcctc
aaaaagcaat
taaatccaac
gttccagttt
tgagcaaata
aaagtctaca
aaaatggatc
tctgtacctc
cagactagtg
aactttaaaa
cattatacac
ctgctcgaaa
agtctccatg
gtgattttta
aatcactgac
ttgtatcgtt
agagtaaact
agtcctttga
gtgtccatga
aacaagaatg
gagttttaat
tatcccaagt
acatacatac
atatatatag
taggagttca
tgaataaatt
tgagaattta
tttggttttg
acccagtccg

<210> 11
<211> 146
<212> PRT
<213> Mus m

<400> 11
Met Glu Arg
1
Ala His Lys

Arg His Leu

35

Leu Asp Pro
50

Glu His Ala

65

Asn

Pro Gly

Arg Arg Arg

Ala Lys Cys

115

Phe Leu Glu
130

Leu Ser

145

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

<220>
<221>
<222>

12
423
ADN
Homo

CbS
..

tgaaagcctg
tgtagctctc
agtctcctct
ccaaacaagt
catctattta
taaacagact
gttttgccat
aagctatttt
tgagatccaa
acagtgcctt
ttaactgatt
atatgtattg
acatagccca
gctgaagcag
ttttattctt
tatttaagac
aatttctaat
tggaaaagcc
agacaaaatt
cattattgtt
aggttgccac
tggggctttc
gttttgagta
gtgatattta
atatatatat
agagagagag
gaggaaatca
catagcatta
gttttaatat
aatgtttgtg
ga

usculus

Thr Leu

5
Ser Ser
20
Ile Asp

Glu Leu

Ala Phe

Asn Asn
85

Leu Pro
100
Pro Ser

Arg Leu

sapiens

. (423)

val
Pro
Ile
Leu
Ala
70

Lys
Ala
Cys

Lys

ES 2572231713

tggaagtgca
acctcaagtg
cccacatcct
tcagcactta
aaatcaaaat
tttactgaac
ttgatataat
ccctggagtg
gcatggcctg
taaaacaagc
cccagaaaag
caaagaactt
cgtaagtgtc
agatgcagtc
ttgttgtttc
aatgtattta
caagaagtac
agtgaaggct
gcacagcagt
cactgtgggt
tggtgtaagc
ctaagtctat
ctcttacagg
gttgttcaaa
atatatatac
agagagagag
gttatggccg
ttgatctatg
gaatgatgta
ttcatggctt

Cys Leu

Gln Gly
Glu
40
Ala

val

Ser
55
Cys Phe

Thr Phe

Arg Arg

Ser
120
Leu

Asp

Trp
135

aacctcacta
gttatgggtg
ttcctttctt
agacacattg
caggagatga
atcccaatct
ttccaacagt
gtatcatcgc
ggggatggtt
agagatcccg
tgtcacaatc
gtgtaactgt
caatggtgct
cttcacaaag
tggctgtgta
ttttggtgtg
aaataattca
tctccactag
cttgaacctc
gggaacacat
tttttttggt
tctgtatttt
aacacctgac
aagggaaggg
atatatatat
agagaaagag
ttaatactgt
ttattgctct
ctttataact
cttatttaag

val
10
Asp

val

Pro
25
Gln

Arg

Leu Lys

Pro Gln Asp
Ala
75

Asp

GIn Lys
Ile
90

Gly Gly
105
Tyr

Lys
Glu Lys

Leu GIn Lys

56

tcttctggag
tcctgtgatg
tcctctttga
catgcacact
gccaagagac
tttaaccaca
atgtttcaat
tttgagaatt
ttgatctaag
tgtaccgccc
agaaccaacg
aaatgtgtga
agcattggtt
caatgatgga
actgttgact
tttattgttc
atgcagcaca
ccatgggaaa
tctgtgctca
tggacctgac
tttcattctc
attctgaact
cacacttttg
atatacatac
atatatatat
agagaggttg
agctgaaagt
gttttattta
taatgattat
acctgatcat

Phe Leu Gly
Ile
30

Glu

Leu Leu

Ile Tyr
45
val Lys
60

Lys

Gly

Leu Lys

Leu val Ala

Lys GIn Lys
110
Thr Pro
125

Ile

Arg

Met His

140

ccaagtagaa
aatctgctag
aacttctaag
tttgataagt
cagaggttct
gaggctaaat
gtcaagttaa
tcttatggtt
gaaaaaggtg
taagatagca
cattctctta
ctgttgatga
gctgagtttg
cagagagggg
tcttgacatt
tagcctttta
ggctaagagc
gctacgcttt
agactcagcc
acactgttgt
ttatctgtag
tcgtatgtct
agttaaattt
atacatacat
gtatatatat
ttgtaggtca
gttttctttg
cagtcacacc
ttattatgta
attaaatgct

Thr val
15
Arg Leu

Asn Asp

Cys
Ser

80
Leu

Pro

Gln
95
His Ile

Lys Glu

Gln His

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3072
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<400> 12

atg aag cac

Met
1

gtc
val

cct
Pro

agc
Ser

gaa
Glu
65

aac
Asn

aac
Asn

gt
va

gac
Asp

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

<400>

Met
1
val
Pro
Ser
Glu
65
Asn
Asnh
val

Asp

<210> 14

Lys

ctg
Leu

tcg
ser

agt
Ser

50
ctg
Leu

ccg
Pro

cag
Gln

tat
Tyr

ccc
Pro
130

Lys
Leu
ser
Ser
50

Leu
Pro
Gln
Tyr

Pro
130

13

141
PRT
Homo sapiens

13

His

tcc
Ser

gag
Glu
35

agg
Arg

gag
Glu

tcc
Ser

ttc
Phe

tac
Tyr
115

tgg
Trp

His
ser
Glu
35

Arg
Glu
ser
Phe
Tyr

115
Trp

<211> 21
<212> ADN

ctg
Leu

cag
Gln

20
acc
Thr

act
Thr

tgg
Trp

ctc
Leu

tcc
Ser
100

tgt
Cys

Gly

Leu
Gln
20

Thr
Thr
Trp
Leu
Ser
100
Cys

Gly

tgg
Trp

cta
Leu

ctg
Leu

tac
Tyr

att
Ile

aag
Lys

85
ctg
Leu

gcg

cag
Gln

Trp
5
Leu
Leu
Tyr
Ile
Lys
85
Leu
Ala

Gln

ttc
Phe

caa
Gln

tcc
Ser

cgc
Arg

S
70

agt
ser

ada
Lys

aga
Arg

Gly

Phe
Gln
ser
Arg
Gly
70

ser
Lys
Arg
Gly

ttc
Phe

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp

55
agt
Ser

cga
Arg

ctg
Leu

cag
Gln

acc
Thr
135

Phe
Leu
Leu
Trp
55

Ser
Arg
Leu
Gln

Thr
135

ES 2572231713

ctc
Leu

cag
Gln

acc
Thr
40

Gly

atc
Ile

gtc
val

agc
Ser

agt
ser
120

ctg
Leu

Leu
Gln
Thr
40

Gly
Ile
val
Ser
Ser

120
Leu

ctg
Leu

gag
Glu

25
tgc
Cys

tgg
Trp

tat
Tyr

acc
Thr

tct
Ser
105

ety

gtc
val

Leu
Glu
25

Cys
Trp
Tyr
Thr
Ser
105
Gly

val

ctg
Leu

10
tcg
ser

act
Thr

atc
Ile

tat
Tyr

gta
val
90

gtg
val

tat
Tyr

acc
Thr

Leu
10

ser
Thr
Ile
Tyr
val
90

val
Tyr

Thr

57

gtc
val

cgc
Arg

aga
Arg

75
tcc
Ser

acc
Thr

agt
Ser

gtc
val

val
Gly
val
Arg
Arg
75

Ser
Thr

Ser

val

gcg
Ala

CCa
Pro

tct
Ser

cag
Gln
60

oty

gta
val

gcc
Ala

oty

tcc
Ser
140

Ala
Pro
Ser
Gln
60

Gly
val
Ala
Gly

Ser
140

gct
Ala

ety

ggt
Gly

45
ccc
Pro

agt
Ser

gac
Asp

gca
Ala

tac
Tyr
125

tca
Ser

Ala
Gly
Gly
45

Pro
Ser
Asp
Ala
Tyr

125
Ser

CcccC
Pro

ctg
Leu
30

ggc
Gly

CcCa
Pro

acc
Thr

acg
Thr

gac
Asp
110

gac
Asp

Pro
Leu
30

Gly
Pro
Thr
Thr
Asp

110
Asp

aga
Arg
15

gt
va

tcc
Ser

999

ttc
Phe

tcc
Ser

95
acg
Thr

tgg
Trp

Arg
val
Ser
Gly
Phe
Ser
95

Thr

Trp

tgg
Trp

aag
Lys

atc
Ile

aag
Lys

tac
Tyr

80
aag
Lys

gct
Ala

ttc
Phe

Trp
Lys
Ile
Lys
Tyr
80

Lys
Ala

Phe

48

96

144

192

240

288

336

384

423
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<213>
<220>
<221>
<222>

<400>

ES 2572231713

Homo sapiens

CDS
(L...2D

14

agt agg act tac cgc tgg ggc
Ser Arg Thr Tyr Arg Trp Gly
1 5

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

<400>

15

7

PRT

Homo sapiens

15

Ser Arg Thr Tyr Arg Trp Gly
1 5

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

<220>
<221>
<222>

<400>

16
48
ADN
Homo sapiens

CDS
(1...048)

16

agt atc tat tat aga ggg agt acc ttc tac aac ccg tcc ctc aag agt
Ser ITle Tyr Tyr Arg Gly Ser Thr Phe Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

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

<400>

17

16

PRT

Homo sapiens

17

Ser ITle Tyr Tyr Arg Gly Ser Thr Phe Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

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

<220>
<221>
<222>

<400>

18
36
ADN
Homo sapiens

CDS
(1...(36)

18

cag agt gga tat agt ggc tac gac tgg ttc gac ccc
Gln Ser Gly Tyr Ser Gly Tyr Asp Trp Phe Asp Pro
1 5 10

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

19

12

PRT

Homo sapiens

58

21

48

36
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<400> 19

1

<210> 20
<211> 37
<212> AD

<213>

<220>
<221> CD

<222>

<400> 20

atg
Met
1

gat
Asp

ttg
Leu

gtt
val

agg
Arg
65

agg
Arg

agc
Ser

aac
Asn

<210>

gaa
Glu

acc
Thr

tct
Ser

agc
Ser
50

ctc
Leu

ttc
Phe

cta
Leu

tgg
Trp

<211> 12

<212>
<213>

<400>

8
N

S

...

gcc
Ala

acc
Thr

cca
Pro
35

agc
ser

ctc
Leu

agt
Ser

gag
Glu

atc
Ile
115

21

6

PRT .
Homo sapiens

21

Homo sapiens

(378)

CCa
Pro

cct
Pro
100

acc
Thr

gaa
Glu

tta
Leu

tat
Tyr

agt
Ser
85

gaa
Glu

ttc
Phe

Met Glu Ala Pro Ala

1
Asp

Leu
val
Arg
65

Arg

Ser

Thr
Ser
Ser
50

Leu
Phe

Leu

Thr
Pro
35

Ser
Leu
Ser

Glu

Gly
20

Gly
Phe
Ile
Gly

Pro

5
Glu

Glu
Leu
Tyr
ser

85
Glu

cag
Gln

att
Ile

aga
Arg

Gln
Ile
Arg
Ala
Asp
70

Gly

Asp

ctt
Leu

gtg

gcc
Ala

tgg
Trp

55
gca
Ala

tct
Ser

ttt
Phe

caa
Gln

Leu
val
Ala
Trp
55

Ala
ser

Phe

ES 2572231713

ctc
Leu

ttg
Leu

acc
Thr

40
tac
Tyr

tcc
Ser

Gly

gca
Ala

999
Gly
120

Leu
Leu
Thr
40

Tyr
Ser
Gly

Ala

ttc
Phe

aca
Thr

25
ctc
Leu

caa
Gln

aac
Asn

aca
Thr

gtt
val
105

aca
Thr

Phe
Thr
25

Leu
Gln
Asn
Thr

val

10

ctc
Leu
10

cag
Gln

tcc
Ser

cag
Gln

agg
Arg

gac
Asp

90
tat
Tyr

cga
Arg

Leu
10

Gln
Ser
Gln
Arg
Asp

90
Tyr

59

ctg
Leu

tct
ser

tgc
Cys

aaa
Lys

gcc
Ala

75
ttc
Phe

tac
Tyr

ctg
Leu

Leu
Ser
Cys
Lys
Ala
75

Phe

Tyr

Gln Ser Gly Tyr Ser Gly Tyr Asp Trp Phe Asp Pro
5

cta
Leu

cCa
Pro

agg
Arg

cct
Pro

60
act
Thr

act
Thr

tgt
Cys

gag
Glu

Leu
Pro
Arg
Pro
60

Thr
Thr

Cys

ctc
Leu

gcc
Ala

gcc
Ala
45

oty

ggc
Gly

ctc
Leu

cag
Gln

att
Ile
125

Leu
Ala
Ala
45

Gly
Gly
Leu

Gln

tgg
Trp

acc
Thr

30
agt
Ser

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr

cag
Gln
110

aaa
Lys

Trp
Thr
30

ser
Gln
Ile
Thr

Gln

ctc
Leu
15

ctg
Leu

cag
Gln

gct
Ala

cca
Pro

atc
Ile
95

cgt
Arg

Leu
15

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

95
Arg

CCa
Pro

tct
ser

agt
Ser

CcccC
Pro

gcc
Ala

80
agc
Ser

agc
Ser

Pro
Ser
Ser
Pro
Ala
80

Ser

Ser

48

96

144

192

240

288

336

378
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ES 2572231713

100 105 110
Asn Trp Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
115 120 125
<210> 22
<211> 33
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (D...(33)
<400> 22
agg gcc agt cag agt gtt agc agc ttc tta gcc 33

Arg Ala Ser GIn Ser val Ser Ser Phe Leu Ala
1 5

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

<400>

23

11

PRT

Homo sapiens

23

10

Arg Ala Ser GIn Ser val Ser Ser Phe Leu Ala
1 5

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

<220>
<221>
<222>

<400>

24
21
ADN
Homo sapiens

CDS
(L...2D

24

gat gca tcc aac agg gcc act
Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1

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

<400>

5

25

7

PRT

Homo sapiens

25

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 5

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

<220>
<221>
<222>

<400>

26
24
ADN
Homo sapiens

CDS
L...2%9

26

21

cag cag cgt agc aac tgg atc acc 24

1

GIn Gln Arg Ser Asn Trp Ile Thr
5

60
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<210> 27
<211> 8
<212> PR

<213>

<400> 27
Gln GIn Arg Ser Asn Trp Ile Thr
1 5

<210> 28
<211> 43
<212> AD

<213>

<220>
<221> CD

<222>

<400> 28
atg gag ttt
Met Glu Phe

1

gtc
val

cct
Pro

agt
ser

gag
Glu
65

gac
Asp

acg
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr

tca
ser
145

cag
Gln

oty

agc
ser
50

tgg
Trp

tct
Ser

ctg
Leu

tac
Tyr

ttc
Phe
130

<210> 29
<211> 14
<212> PR

<213>

T

5
N

S

...

tgt
cys

agg
Arg
35

tat
Tyr

gtg
val

gt
vVa

tat
Tyr

tgt
cys
115

oty

5
T

Homo sapiens

Homo sapiens

(435)

999
Gly

cag
Gln
20

tcc
Ser

Gly

gcg
Ala

aag
Lys

ctg
Leu
100

gcg
Ala

atg
Met

ctg
Leu
5

gtg
val

ctg
Leu

atg
Met

ttt
Phe

a1y
85

caa
Gln

aga
Arg

gac
Asp

Homo sapiens

agc
ser

cag
Gln

aga
Arg

cac
H1s

ata
Ile
70

cga
Arg

atg
Met

gat
Asp

gtc
val

tgg
Trp

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp
55

tgg
Trp

ttc
Phe

aac
Asn

999

tgg
Trp
135

ES 2572231713

gtt
val

tcc
Ser
40

gtc
val

tat
Tyr

acc
Thr

agc
ser

gat
Asp
120

oty

ttc
Phe

gag
Glu
25

tgt
Cys

cgc
Arg

gat
Asp

atc
Ile

ctg
Leu
105

agc
Ser

caa
Gln

ctc
Leu
10

tct
Ser

gca
Ala

cag
Gln

tcc
Ser
90

aga
Arg

agt
Ser

oty

61

gtt
val

gcg
Ala

gct
Ala

agt
Ser
75

aga
Arg

gcc
Ala

gac
Asp

acc
Thr

gct
Ala

tct
Ser

cca
Pro
60

gat
Asp

gac
Asp

gag
Glu

tgg
Trp

acg
Thr
140

ctt
Leu

ada
Lys

aat
Asn

gac
Asp

tac
Tyr
125

gtc
val

tta
Leu

gtg
val
30

ttc
Phe

aag
Lys

tac
Tyr

tcc
Ser

acg
Thr
110

999
Gly

acc
Thr

aga
Arg
15

gtc
val

acc
Thr

999

tat
Tyr

aag
Lys
95

gct
Ala

gac
Asp

gtc
val

Gly

cag
Gln

ttc
Phe

ctg
Leu

gca
Ala
80

aac
Asn

gtg

tac
Tyr

tcc
ser

48

96

144

192

240

288

336

384

432

435
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<400> 29

Met Glu
1

val G1n

Pro Gly

Ser Ser
50

Glu Trp

65

Asp Ser

Thr Leu
Tyr Tyr

Tyr Phe
130

ser

145

<210> 30
<211> 16
<212> AD

Phe
cys
Arg
35

Tyr
val
val
Tyr
cys

115
Gly

N

Gly
Gln
20

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala

Met

Leu
val
Leu
Met
Phe
Gly
85

Gln
Arg

Asp

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CD

<222> (1)...(16)

<400> 30

S

Ser
Gln
Arg
His
Ile
70

Arg
Met
Asp

val

agc tat ggc atg cac t
Ser Tyr Gly Met His
1 5

<210> 31
<211> 5
<212> PR

T

<213> Homo sapiens

<400> 31

Ser Tyr Gly Met His
1 5

<210> 32
<211> 51
<212> AD

N

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CD

<222> (D...(5D

<400> 32

S

Trp
Leu
Leu
Trp
55

Trp
Phe
Asn

Gly

Trp
135

ES 2572231713

val
val
ser
val
Tyr
Thr
Ser
Asp

120
Gly

Phe
Glu
25

Cys
Arg
Asp
Ile
Leu
105
Ser

Gln

Leu
10

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
90

Arg
Ser

Gly

val
Gly
Ala
Ala
Ser
75

Arg
Ala
Asp

Thr

Ala
Gly
Ser
Pro
60

Asp
Asp
Glu
Trp

Thr
140

Leu
Gly
Gly
45

Gly
Lys
Asn
Asp
Tyr

125
val

Leu
val
30

Phe
Lys
Tyr
ser
Thr
110
Gly

Thr

Arg
val
Thr
Gly
Tyr
Lys
95

Ala
Asp

val

Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
80

Asn
val
Tyr

Ser

ttt ata tgg tat gat gga agt gat aaa tac tat gca gac tct gtg aag
Phe Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asp Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys
1 5 10 15

ggc
Gly

<210> 33

62

16

48

51
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ES 2572231713

<211> 17
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 33
Phe Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asp Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 34
<211> 51
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (D...(5D

<400> 34
gat g?g gat agc agt gac tgg tac ggg gac tac tac ttc ggt atg gac 48
Asp Gly Asp Ser Ser Asp Trp Tyr Gly Asp Tyr Tyr Phe Gly Met Asp

5 15

gtc 51
val

<210> 35

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Asp Gly Asp Ser Ser Asp Trp Tyr Gly Asp Tyr Tyr Phe Gly Met Asp
1 5 10 15

val

<210> 36
<211> 378
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1...(378)

<400> 36
atg gaa acc cca gcg cag ctt ctc ttc ctc ctg cta ctc tgg ctc cca 48
Met Glu Thr Pro Ala GIn Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

1 5 10 15

gat acc acc gga gaa att gtg ttg acg cag tct cca ggc acc ctg tct 96
Asp Thr Thr Gly Glu ITe val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser
20 25 30

ttg tct cca g?g gaa aga gcc acc ctc tcc tgc agg gcc agt cag agt 144
Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser
35 40 45

gtt agc agc agc tac tta gcc tgg tac cag cag aaa cct ggc cag gct 192

val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Gln Ala
50 55 60

63
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ccc
Pro
65

gac
Asp

agc
Ser

oty

agg
Arg

agg
Arg

aga
Arg

agc
Ser

<210> 37
<211> 12
<212> PR

<213>

<400> 37
Met Glu Thr Pro
1

ctc
Leu

ttc
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp
115

6
T

Asp Thr Thr

Leu
val
Pro
65

Asp
Ser

Gly

ser
Ser
50

Arg
Arg
Arg

Ser

<210> 38
<211> 36
<212> AD

<213>

<220>
<221> CD

<222>

<400> 38

agg gcc agt cag agt gtt agc agc agc

Arg Ala Ser Gln Ser val Ser Ser Ser
1 5

<210> 39
<211> 12
<212> PR

<213>

<400> 39
Arg Ala Ser GIn Ser val Ser Ser Ser
1 5

<210> 40

Pro
35

Ser
Leu
Phe
Leu

Trp
115

N

S

T

ctc
Leu

agt
ser

gag
Glu
100

acg
Thr

Gly
20

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

100
Thr

(L...(36)

atc
Ile

ggc
Gly
85

cct
Pro

ttc
Phe

Homo sapiens

Ala
5
Glu
Glu
Tyr
Ile
Gly
85
Pro

Phe

Homo sapiens

Homo sapiens

tat
Tyr

70
agt
ser

gaa
Glu

ety

Gln
Ile
Arg
Leu
Tyr
70

ser
Glu

Gly

&y
999

gat
Asp

caa
Gln

Leu
val
Ala
Ala
55

Gly
Gly
Asp

Gln

ES 2572231713

gca
Ala

tct
Ser

ttt
Phe

a1y
120

Leu
Leu
Thr
40

Trp
Ala
Ser
Phe

Gly
120

tcc
Ser

999

gca
Ala
105

acc
Thr

Phe
Thr
25

Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

105
Thr

agc
ser

aca
Thr
90

gtg
val

aag
Lys

Leu
10

Gln
ser
Gln
Sser
Thr
val

Lys

tac
Tyr
10

Tyr
10

64

agg gcc
Arg Ala

75
gac ttc
Asp Phe

tat tac
Tyr Tyr

gtg gaa
val Glu

Leu Leu
ser Pro
Cys Arg
GIn Lys
60

Arg Ala
75

Asp Phe
Tyr Tyr

val Glu

tta gcc
Leu Ala

Leu Ala

act
Thr

act
Thr

tgt
Cys

atc
Ile
125

Leu
Gly
Ala
45

Pro
Thr
Thr
cys

Ile
125

oty

ctc
Leu

cag
Gln
110

aaa
Lys

Trp
Thr
30

ser
Gly
Gly
Leu
Gln

110
Lys

atc
Ile

acc
Thr
95

cag
Gln

Leu
15

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr

Gln

cca
Pro

80
atc
Ile

tat
Tyr

Pro
Ser
Ser
Ala
Pro
80

Ile

Tyr

240

288

336

378
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<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

21
ADN _
Homo sapiens

CDS
(L...2D

40

y Ala Ser Ser Arg Ala Thr

g%t gca tcc agc agg gcc act
G
1

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

<400>

5

41

7

PRT

Homo sapiens

41

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr

1

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

<220>
<221>
<222>

<400>

5

42
21
ADN
Homo sapiens

CDS
(L...2D

42

cag cag tat ggt agc tgg acg
Gln GIn Tyr Gly Ser Trp Thr
1 5

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

<400>

43

7

PRT

Homo sapiens

43

Gln GIn Tyr Gly Ser Trp Thr
1 5

ES 2572231713

<210> 44

<211> 435

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(435

<400> 44

atg gag ttt ggg ctg agc tgg gtt ttc ctc gtt gct

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp val Phe Leu Vval Ala
1 5 10

gtc cag tgt cag gtg cag ctg gtg gaa tct g?g gga

val Gln cys GIn val GIn Leu VvVal Glu Ser Gly Gly

20 25
cct ggg agg tcc ctg aga ctc tcc tgt gca gcg tct

65

ctt
Leu

oty

gga

tta aga
Leu Arg
15

gtg gtc
val val
30

ttc acc

ggt
Gly

cag
Gln

ttc

21

21

48

96

144
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Pro

agt
Ser

gag
Glu
65

gac
Asp

acg
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr

tca
ser
145

Gly

acc
Thr
50

tgg
Trp

tct
Ser

ctg
Leu

tac
Tyr

ttc
Phe
130

<210> 45
<211> 14

<212>
<213>

<400> 45
Met Glu Phe Gly Leu

1

Arg

tat
Tyr

val

gtg

tat
Tyr

tgt
Cys
115

ggt
Gly

5

PRT .
Homo sapiens

val Gln Cys

Pro
Ser
Glu
65

Asp
Thr
Tyr
Tyr

ser
145

<210>

Gly
Thr
50

Trp
Ser
Leu
Tyr

Phe
130

<211> 15

<212>
<213>

<220>

<221>
<222>

Arg
35

Tyr
val
val
Tyr
Cys

115
Gly

46
ADN _
Homo sapiens

CDS
(L...as

Ser

ety

gcc
Ala

aag
Lys

ctg
Leu
100

gcg
Ala

atg
Met

Gln
20

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala

Met

Leu

atg
Met

ttt
Phe

ggc
Gly

85
caa
Gln

aga
Arg

gac
Asp

5
val

Leu
Met
Phe
Gly
85

Gln
Arg

Asp

Arg

cac
H1s

ata
Ile

70
cga
Arg

atg
Met

gat
Asp

gtc
val

ser
Gln
Arg
His
Ile
70

Arg
Met
Asp

val

Leu

tgg
Trp
55

tgg
Trp

ttc
Phe

aac
Asn

999

tgg
Trp
135

Trp
Leu
Leu
Trp
55

Trp
Phe
Asn

Gly

Trp
135

ES 2572231713

Ser
40

gtc
val

tat
Tyr

acc
Thr

agc
ser

gat
Asp
120

ggc
Gly

val
val
Ser
val
Tyr
Thr
Ser
Asp

120
Gly

cys

cgc
Arg

gat
Asp

atc
Ile

ctg
Leu
105
agc
ser

caa
Gln

Phe
Glu
25

Cys
Arg
Asp
Ile
Leu
105
Ser

Gln

Ala

cag
Gln

Gly

tcc
Ser

90
aga
Arg

agt
ser

Gly

Leu
10

ser
Ala
Gln
Gly
Ser
90

Arg
Ser

Gly

66

Ala

gct
Ala

agt
ser

75
aga
Arg

gcc
Ala

gac
Asp

acc
Thr

val
Gly
Ala
Ala
ser
75

Arg
Ala
Asp

Thr

Ser

cca
Pro

60
gat
Asp

gac
Asp

Glu

tgg
Trp

acg
Thr
140

Ala
Gly
Ser
Pro
60

Asp
Asp
Glu
Trp

Thr
140

Gly
45

oty

aaa
Lys

aat
Asn

gac
Asp

tac
Tyr
125

gtc
val

Leu
Gly
Gly
45

Gly
Lys
Asn
Asp
Tyr

125
val

Phe

aag
Lys

tac
Tyr

tcc
Ser

acg
Thr
110

999
Gly

acc
Thr

Leu
val
30

Phe
Lys
Tyr
Ser
Thr
110
Gly

Thr

Thr

oty

tat
Tyr

aag
Lys

95
gct
Ala

gac
Asp

gtc
val

Arg
val
Thr
Gly
Tyr
Lys
95

Ala
Asp

val

Phe

ctg
Leu

gca
Ala
80

aac
Asn

gt
vVa

tac
Tyr

tcc
Ser

Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
80

Asn
val
Tyr

Ser

192

240

288

336

384

432

435
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<400> 46

acc tat ggc atg cac

Thr Tyr Gly Met His
1 5

<210> 47

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47
Thr Tyr Gly Met His
1 5

<210> 48
<211> 51
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (D...(5D

<400> 48

ttt ata tgg tat gat gga agt gat aaa tac tat gca gac tct gt

ES 2572231713

aag

Phe Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asp Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys
1 5 10 15

ggc
Gly

<210> 49

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Phe Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asp Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 50
<211> 51
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)...(5D

<400> 50

gat ggg gat agc agt gac tgg tac ggg gac tac tac ttc ggt atg gac
Asp Gly Asp Ser Ser Asp Trp Tyr Gly Aig Tyr Tyr Phe Gly Met Asp
1 5 15

gtc
val

<210> 51

67

15

48

51

48

51
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<211> 17

<212>
<213>

<400>

PRT ]
Homo sapiens

51

ES 2572231713

Asp Gly Asp Ser Ser Asp Trp Tyr Gly Asp Tyr Tyr Phe Gly Met Asp
1 5 10 15

val

<210> 52
<211> 37

<212>
<213>

<220>

<221>
<222>

<400> 52
atg gaa acc
Met Glu Thr

1

gat
Asp

ttg
Leu

gtt
val

ccc
Pro
65

gac
Asp

agc
Ser

ggt
Gly

acc
Thr

tct
Ser

agc
Ser
50

agg
Arg

agg
Arg

aga
Arg

agc
ser

<210> 53
<211> 12

<212>
<213>

<400> 53
Met Glu Thr Pro Ala
1 5

8

ADN _
Homo sapiens

Cbs
...

acc
Thr

cca
Pro
35

agc
ser

ctc
Leu

ttc
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp
115

6

PRT .
Homo sapiens

(378)

CCa
Pro

ctc
Leu

agt
Ser

gag
Glu
100

acg
Thr

gcg
Ala
5

gaa
Glu

gaa
Glu

tac
Tyr

atc
Ile

ggc
Gly
85

cct
Pro

ttc
Phe

Asp Thr Thr Gly Glu
20

Leu Ser Pro Gly Glu

35

val Ser Ser Ser Tyr

cag
Gln

att
Ile

aga
Arg

tta
Leu

tat
Tyr

70
agt
Ser

gaa
Glu

Gly

Gln
Ile
Arg

Leu

ctt
Leu

val

gcc
Ala

gcc
Ala
55

ggt
Gly

999

gat
Asp

caa
Gln

Leu
val
Ala

Ala

ctc
Leu

ttg
Leu

acc
Thr
40

tgg
Trp

gca
Ala

tct
Ser

ttt
Phe

g9d9
Gly
120

Leu
Leu
Thr

40
Trp

ttc
Phe

acg
Thr
25

ctc
Leu

tac
Tyr

tcc
Ser

999

gca
Ala
105

acc
Thr

Phe
Thr
25

Leu

Tyr

ctc
Leu

10
cag
Gln

tcc
Ser

cag
Gln

agc
ser

aca
Thr
90

gt
va

aag
Lys

Leu
Gln
Ser

Gln

68

ctg
Leu

tct
Ser

tgc
Cys

cag
Gln

agg
Arg

75
gac
Asp

tat
Tyr

Leu
Ser
Cys
Gln

cta
Leu

cCa
Pro

agg
Arg

aaa
Lys

60
gcc
Ala

ttc
Phe

tac
Tyr

gaa
Glu

Leu
Pro
Arg
Lys

ctc
Leu

ggc

gcc
Ala
45

cct
Pro

act
Thr

act
Thr

tgt
Cys

atc
Ile
125

Leu
Gly
Ala

45
Pro

tgg
Trp

acc
Thr
30

agt
Ser

ctc
Leu

cag
Gln
110

aaa
Lys

Trp
Thr
30

Ser

Gly

ctc
Leu
15

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr
95

cag
Gln

Leu
15

Leu
Gln

Gln

CCa
Pro

tct
ser

agt
Ser

gct
Ala

cca
Pro

80
atc
Ile

tat
Tyr

Pro
Ser
Ser

Ala

48

96

144

192

240

288

336

378
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50 55 60
Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro
65 70 75 80
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
85 90 95
Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys GIn Gln Tyr
100 105 110
Gly Ser Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
115 120 125
<210> 54
<211> 36
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (1...(36)
<400> 54

agg gcc agt cag agt gtt agc agc agc tac tta gcc
Arg Ala Ser GIn Ser val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 55

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55
Arg Ala Ser Gln Ser val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 56
<211> 21
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1...2D

<400> 56

ggt gca tcc agc agg gcc act

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 57

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57
Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 58

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

69
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<222> (D...(2D

<400> 58
cag cag tat
Gln GIn Tyr

1

<210> 59
<211> 7
<212> PR

<213>

<400> 59
Gln GIn Tyr Gly Ser Trp Thr
1 5

<210> 60
<211> 41
<212> AD

<213>

<220>
<221> CD

<222>

<400> 60

atg
Met
1

gtc
val

cct
Pro

agt
ser

gag
Glu
65

gac
Asp

tca
Ser

tat
Tyr

tgg
Trp

gaa
Glu

cag
Gln

oty

agc
ser
50

tgg
Trp

tca
Ser

ctg
Leu

tac
Tyr

a1y
130

<210> 61
<211> 139
<212> PRT

T

7
N

S

...

ctg
Leu

tgt
cys

Si
35

tat
Tyr

gtc
val

gt
vVa

tat
Tyr

tgt
Cys
115

caa
Gln

g?t agc tgg acg
Gly ser Trp Thr

5

Homo sapiens

Homo sapiens

(417)

g9d9
Gly

gag
Glu
20

tcc
Ser

agc
ser

tca
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
100

gtg
val

oty

ctc
Leu
5

gtg
val

ctg
Leu

atg
Met

tcc
Ser

a1y
85

caa
Gln

aga
Arg

acc
Thr

cgc
Arg

cag
Gln

aga
Arg

aac
Asn

att
Ile
70

cga
Arg

atg
Met

Glu

acg
Thr

tgg
Trp

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp
55

act
Thr

ttc
Phe

aac
Asn

aga
Arg

gtc
val
135

ES 2572231713

gtt
val

val

tcc
Ser
40

gtc
val

agt
Ser

acc
Thr

agc
ser

gga
Gly
120

acc
Thr

ttc
Phe

gag
Glu
25

tgt
Cys

cgc
Arg

ggt
Gly

atc
Ile

ctg
Leu
105

tgg
Trp

gtc
val

ctt
Leu
10

tct
Ser

gca
Ala

cag
Gln

agt
Ser

tcc
Ser
90

aga
Arg

tcc
Ser

70

gtt
val

gcc
Ala

gct
Ala

tat
Tyr
75

aga
Arg

gcc
Ala

tac
Tyr

tca
Ser

gct
Ala

Gly

tct
Ser

cca
Pro
60

tac
Tyr

gac
Asp

gag
Glu

tac
Tyr

att
Ile

Gly
gga
S

45

999
Gly

ata
Ile

aac
Asn

gac
Asp

ggt
Gly
125

tta
Leu

ctg
Leu
30

ttc
Phe

aag
Lys

cac
H1s

gcc
Ala

acg
Thr
110

atg
Met

gaa
Glu
15

gtc
val

atc
Ile

999

tac
Tyr

aag
Lys
95

gct
Ala

gac
Asp

ggt

aag
Lys

ttc
Phe

ctg
Leu

gca
Ala
80

aac
Asn

gtg
val

gtc
val

21

48

96

144

192

240

288

336

384
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<213>
<400>

Homo sapiens

61

Met Glu Leu Gly Leu

1

5

val Gln cys Glu val

20

Pro Gly Gly Ser Leu

35

Ser Ser Tyr Ser Met

50

Glu Trp val Ser Ser

65

Asp Ser val Lys Gly

85

Ser Leu Tyr Leu Gln

100

Tyr Tyr Cys val Arg

115

Trp Gly GIn Gly Thr
130

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

<220>
<221>
<222>

<400>

62
15
ADN
Homo sapiens

CDS
(L...1as

62

agc tat agc atg aac
Ser Tyr Ser Met Asn
1 5

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

<400>

63

5

PRT

Homo sapiens

63

Ser Tyr Ser Met Asn
1 5

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

<220>
<221>
<222>

<400>

64
51
ADN
Homo sapiens

CDS
(L...05D

64

Arg
Gln
Arg
Asn
Ile
70

Arg
Met
Glu

Thr

Trp
Leu
Leu
Trp
55

Thr
Phe
Asn
Arg

val
135

ES 2572231713

val
val
ser
val
Ser
Thr
Ser
Gly

120
Thr

Phe
Glu
25

Cys
Arg
Gly
Ile
Leu
105
Trp

val

Leu
10

Sser
Ala
Gln
Ser
Sser
90

Arg
Gly

Ser

val
Gly
Ala
Ala
TYyr
75

Arg
Ala
Tyr

Ser

Ala
Gly
ser
Pro
60

Tyr
Asp
Glu

Tyr

Ile
Gly
Gly
Gly
Ile
Asn
Asp

Gly
125

Leu
Leu
30

Phe
Lys
His
Ala
Thr

110
Met

Glu
15

val
Ile
Gly
Tyr
Lys
95

Ala

Asp

Gly
Lys
Phe
Leu
Ala
80

Asn

val

val

tcc att act agt ggt agt tat tac ata cac tac gca gac tca gtg aag
Ser ITle Thr Ser Gly Ser Tyr Tyr Ile His Tyr Ala Asp Ser Vval Lys
1 5 10 15

ggc
Gly

<210>

65

71

15

48

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<211>
<212>
<213>

<400>

17
PRT ]
Homo sapiens

65

ES 2572231713

Ser ITe Thr Ser Gly Ser Tyr Tyr Ile His Tyr Ala Asp Ser val Lys
1 5 10 15

Gly

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

<220>
<221>
<222>

<400>
gag a

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

<400>

66
33
ADN
Homo sapiens

CDS
D...33

66

ga g%a tgg g?c tac tac ggt atg
Glu Arg Gly Trp Gly Tyr Tyr Gly Met
1 5

67

11

PRT

Homo sapiens

67

Glu Arg Gly Trp Gly Tyr Tyr Gly Met
1 5

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

<220>
<221>
<222>

<400>
atg g

68
387
ADN
Homo sapiens

CDS
(1L...0387)

68
ac atg agg gtc

Met Asp Met Arg Vval

1

ctc c
Leu P

ctg t
Leu S

cag g

5

ca ggt gcc aga
ro Gly Ala Arg
20

Cct gca tct gtt
er Ala Ser val
35

ac att gac agt

Gln Asp ITe Asp Ser

gct c
Ala P
65

cca t
Pro S

50

ct aag atc ctg
ro Lys Ile Leu

ca agg ttc agc
er Arg Phe Ser

CcccC
Pro

tgt
cys

sty

gct
Ala

atc
Ile
70

ety

gct
Ala

gcc
Ala

gac
Asp

tta
Leu
55

cqt
H1s

agt
Ser

cag
Gln

atc
Ile

aga
Arg
40

gcc
Ala

gat
Asp

oty

ctc
Leu

cag
Gln
25

gtc
val

tgg
Trp

gcc
Ala

tct
Ser

gac
Asp
10

Asp
10

ctg
Leu

10
ttg
Leu

acc
Thr

tat
TYyr

tcc
Ser

oty

72

gtc
val

val

acc
Thr

atc
Ile

cag
Gln

agt
Ser
75

aca
Thr

ctt
Leu

cag
Gln

act
Thr

cag
Gln
60

ttg
Leu

gat
Asp

ctg
Leu

tct
Ser

tgc
Cys
45

aaa
Lys

gaa
Glu

ttc
Phe

ctg
Leu

cca
Pro
30

cgg
Arg

CcCa
Pro

agt
Ser

act
Thr

ctc
Leu
15

tcc
Ser

gca
Ala

ctc
Leu

tgg
Trp

tcc
Ser

agt
Ser

aaa
Lys

gtc
val
80

acc
Thr

33

48

96

144

192

240

288
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85 90 95

atc agc agc ctg cag cct gaa gat ttt gca act tat tac tgt caa cag 336
Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln

100 105 110
ttt aat agt tac ccg tac act ttt g?c cag g?g acc aag ctg gag atc 384
Phe Asn Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile
115 120 125
aaa 387
Lys
<210> 69
<211> 129
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 69
Met Asp Met Arg Val Pro Ala GIn Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15
Leu Pro Gly Ala Arg Cys Ala Ile GIn Leu Thr GIn Ser Pro Ser Ser
20 25 30
Leu Ser Ala Ser val Gly Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
35 40 45
GIn Asp I1le Asp Ser Ala Leu Ala Trp Tyr GIn Gln Lys Pro Gly Lys
50 55 60
Ala Pro Lys Ile Leu Ile His Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly val
65 70 75 80
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
85 90 95
Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln
100 105 110
Phe Asn Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile
115 120 125
Lys
<210> 70
<211> 33
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (D...(33)
<400> 70
Ccgg gca agt cag gac att gac agt gct tta gcc 33
Arg Ala Ser GIn Asp Ile Asp Ser Ala Leu Ala
1 5 10
<210> 71
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 71
Arg Ala Ser GIn Asp Ile Asp Ser Ala Leu Ala
1 5 10
<210> 72
<211> 21

73
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<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

ADN

Homo sapiens
CDS
(L...2D
72

gat gcc tcc agt ttg gaa agt
Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser
1 5

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

<400>

73

7

PRT

Homo sapiens

73

Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser

1

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

<220>
<221>
<222>

<400>

5

74
27
ADN
Homo sapiens

CDS
(L...27

74

ES 2572231713

caa cag ttt aat agt tac ccg tac act
Gln GIn Phe Asn Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

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

<400>

75

9

PRT

Homo sapiens

75

Gln GIn Phe Asn Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 76

<211> 408

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(408)

<400> 76

atg aaa cat ctg tgg

Met Lys His Leu Trp
1 5

gtc ctg tcc cag gta

val Leu Ser Gln val

20

cct tcg gag acc ctg

Pro Ser Glu Thr Leu

ttc
Phe

cag
Gln

tcc
Ser

ttc
Phe

ctg
Leu

ctc
Leu

ctt
Leu

ctc
Leu

ctg
Leu
10

gca gct
Ala Ala

cag
Gln

tcg
Ser

gag
Glu
25

cca gga
Pro Gly

acc g?;

Thr

act
Thr

tct
Ser

tgc
Cys

gtc
val

74

ccc
Pro

ctg
Leu
30

oty

aga
Arg
15

gtg
val

tcc
Ser

tgg
Trp

aag
Lys

atc
Ile

21

27

48

96

144
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35 40

agt agt gac ttc tgg ggc tgg atc cgg cag
Ser Ser Asp Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln
50 55

gag tgg att g?a tat atc tct tcc cgt g?g
Glu Trp ITe Gly Tyr Ile Ser Ser Arg Gly
65 70

tcc ctc aag agg cga gtc acc ata tca gtc
Ser Leu Lys Arg Arg val Thr Ile Ser val
85 90

ttc tcc ctg aag ctg agc tct gtg acc gct
Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala
100 105

tac tgt gcg aga tct gcg g?a gta acg gat
Tyr Cys Ala Arg Ser Ala Gly val Thr Asp
115 120

gga acc ctg gtc acc gtc tcc tca
Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser

130 135
<210> 77
<211> 136
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 77
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu
1 5 10
val Leu Ser GIn val Gln Leu Gln Glu Ser
20 25
Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr
35 40
Ser Ser Asp Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln
50 55
Glu Trp ITe Gly Tyr Ile Ser Ser Arg Gly
65 70
Ser Leu Lys Arg Arg val Thr Ile Ser val
85 90
Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Vval Thr Ala
100 105
Tyr Cys Ala Arg Ser Ala Gly val Thr Asp
115 120
Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
130 135
<210> 78
<211> 15
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (D...(@15
<400> 78

agt gac ttc tgg g?c
Ser Asp Phe Trp Gly
1 5

75

CCcC
Pro

agc
ser

75
gac
Asp

gcg
Ala

ttt
Phe

val
Gly
val
Pro
Ser
75

Asp
Ala

Phe

cca
Pro

60
acc
Thr

acg
Thr

gac
Asp

gac
Asp

Ala
Pro
ser
Pro
60

Thr
Thr
Asp

Asp

45
999

aac
Asn

tcc
Ser

acg
Thr

ttc
Phe
125

Ala
Gly
Gly
45

Gly
Asn
Ser
Thr

Phe
125

aag
Lys

tac
Tyr

agg
Arg

gcc
Ala
110

tgg
Trp

Pro
Leu
Gly
Lys
Tyr
Arg
Ala

110
Trp

aac
Asn

aac
Asn
95

gtg
val

oty

Arg
val
ser
Gly
Asn
Asn
val

Gly

ctg
Leu

ccc
Pro

80
cag
Gln

tat
Tyr

cag
Gln

Trp
Lys
Ile
Leu
Pro
80

Gln
Tyr
Gln

192

240

288

336

384

408

15
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<210> 79

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79
Ser Asp Phe Trp Gly
1 5

<210> 80
<211> 49
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)...(49)

<400> 80
tat atc tct tcc cgt ggg agc acc aac tac aac ccc tcc ctc aag agg 48
Tyr Ile Ser Ser Arg Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Arg

1 5 10 15

C 49

<210> 81

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81
Tyr Ile Ser Ser Arg Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Arg
1 5 10 15

<210> 82

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (D...@27)

<400> 82
tct gcg gga gta acg gat ttt gac ttc 27
Ser Ala Gly val Thr Asp Phe Asp Phe

1 5

<210> 83
<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 83
Ser Ala Gly val Thr Asp Phe Asp Phe
1 5

<210> 84
<211> 387
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

76
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<222> (...

<400> 84

atg gac

Met Asp
1

ttc cca
Phe Pro

gtg tct
val Ser

cag ggt
Gln G?y
50

gcc cct
Ala Pro
65

cca tca
Pro Ser

atc agc
Ile Ser

gct aat
Ala Asn

aaa
Lys

<210> 85
<211> 12
<212> PR

atg
Met

ggt
Gly

gca
Ala
35

att
Ile

aag
Lys

agg
Arg

agc
ser

agt
ser
115

9
T

(387)

atg
Met

tcc
ser
20

tct
Ser

agc
Ser

ctc
Leu

ttc
Phe

ctg
Leu
100

ttc
Phe

gtc
val
5

aga
Arg

gta
val

agc
Ser

ctg
Leu

agc
Ser
85

cag
Gln

cct
Pro

<213> Homo sapiens

<400> 85

Met Asp
1

Phe Pro

val ser
Gln Gly
50

Ala Pro
65

Pro Ser
Ile Ser
Ala Asn

Lys

<210> 86
<211> 33

Met
Gly
Ala
35

Ile
Lys
Arg
ser

ser
115

Met
Ser
20

Ser
Ser
Leu
Phe
Leu

100
Phe

val
5
Arg
val
Ser
Leu
Ser
85
Gln

Pro

CcccC
Pro

tgc
Cys

tgg
Trp

atc
Ile
70

Gly

cct
Pro

ctc
Leu

Pro
cys
Gly
Trp
Ile
70

Gly
Pro

Leu

gct
Ala

gac
Asp

gac
Asp

tta
Leu

55
tat
Tyr

agt
Ser

gaa
Glu

act
Thr

Ala
Asp
Asp
Leu
55

Tyr
Ser
Glu

Thr

ES 2572231713

cag
Gln

atc
Ile

aga
Arg

40
gcc
Ala

gtt
val

Gly

gat
Asp

ttc
Phe
120

Gln
Ile
Arg
40

Ala
val
Gly
Asp

Phe
120

ctc
Leu

cag
Gln
25

gtc
val

tgg
Trp

gca
Ala

tct
Ser

ttt
Phe
105

ggc
Gly

Leu
Gln
25

val
Trp
Ala
Ser
Phe

105
Gly

ctg
Leu

10
atg
Met

acc
Thr

tat
Tyr

tcc
Ser

999
Gly
90

gca
Ala

Gly

Leu
10

Met
Thr
Tyr
Ser
Gly
90

Ala

Gly

77

oty

acc
Thr

atc
Ile

cag
Gln

agt
Ser

75
aca
Thr

act
Thr

Gly
Thr
Ile
Gln
Ser
75

Thr
Thr

Gly

ctc
Leu

cag
Gln

act
Thr

Ca_.t
H1s

60
ttg
Leu

gat
Asp

tac
Tyr

acc
Thr

Leu
Gln
Thr
His
60

Leu
Asp
Tyr

Thr

ctg
Leu

tct
Ser

tgt
Cys

45
aaa
Lys

caa
Gln

ttc
Phe

tat
Tyr
aag

Lys
125

Leu
Ser
Cys
45

Lys
Gln
Phe
Tyr

Lys
125

ctg
Leu

cca
Pro
30

cgg
Arg

CCa
Pro

agt
ser

act
Thr

tgt
Cys
110

gtg
val

Leu
Pro
30

Arg
Pro
Ser
Thr
Cys

110
val

ctc
Leu
15

tct
Ser

gcg
Ala

41
999

ctc
Leu
95

caa
Gln

gag
Glu

Leu
15

Ser
Ala
Gly
Gly
Leu
95

Gln

Glu

tgg
Trp

tcc
Ser

agt
Ser

aaa
Lys

gtc
val

80
acc
Thr

cag
Gln

atc
Ile

Trp
Ser
Ser
Lys
val
80

Thr
Gln

Ile

48

96

144

192

240

288

336

384

387
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<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

ADN

Homo sapiens
CDS
(L...(33)
86

ES 2572231713

Cgg gcg agt cag ggt att agc agc tgg tta gcc

1

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

<400>

87

11

PRT

Homo sapiens

87

Arg Ala Ser GIn Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala
5

10

Arg Ala Ser GIn Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala

1

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

<220>
<221>
<222>

<400>

5

88
21
ADN
Homo sapiens

CDS
(L...2D

88

gtt gca tcc agt ttg caa agt

1

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

<400>

val Ala Ser Ser Leu Gln Ser
5

89

7

PRT

Homo sapiens

89

val Ala Ser Ser Leu Gln Ser
1 5

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

<220>
<221>
<222>

<400>

90
27
ADN
Homo sapiens

CDS
L...27N

90

10

caa cag gct aat agt ttc cct ctc act
GIln GIn Ala Asn Ser Phe Pro Leu Thr

1

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

5

91

9

PRT

Homo sapiens

78

33

21

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 91
Gln Gln Ala Asn Ser

1

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

<400>

92

153
PRT
Homo sapiens

92

Met Tyr Arg
1

val
Gln
Asn
Tyr
65

Glu
Asn
val
Asp

Cys
145

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

<400>

Met
1
Cys
Glu
Thr
Glu
65
Ser
Phe
Asn
Asn

Arg
145

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

<400>

Thr
Leu
Asn
50

Met
Glu
Phe
Leu
Glu

130
Gln

Gly
Ala
Ile
Glu
50

Lys
His
His
Leu
Gln

130
Glu

93

153
PRT
Homo sapiens

93

94

162
PRT
Homo sapiens

94

Asn
Glu
35

Tyr
Pro
Leu
His
Glu
115
Thr

Ser

Leu
Gly
Ile
35

Leu
Glu
His
Arg
Trp
115
Ser

Lys

Met
Ser
20

His
Lys
Lys
Lys
Leu
100
Leu
Ala

Ile

Thr
Asn
20

Lys
Thr
Thr
Glu
His
100
Gly
Thr

Tyr

5

Gln
5
Ala
Leu
Asn
Lys
Pro
85
Arg
Lys
Thr

Ile

Ser
5
Phe
Thr
val
Phe
Lys
85
Lys
Leu
Leu

Ser

Met Arg Ile Ser Lys

Phe

Leu
Pro
Leu
Pro
Ala
70

Leu
Pro
Gly
Ile

ser
150

Gln
val
Leu
Thr
Cys
70

Asp
Gln
Ala
Glu

Lys
150

Pro

Pro

Leu
Thr
Leu
Lys
Thr
Glu
Arg
Ser
val

135
Thr

Leu
His
Asn
Asp
55

Arg
Thr
Leu
Gly
Asn

135
Cys

His

ES 2572231713

Leu

Ser
Ser
Asp
40

Leu
Glu
Glu
Asp
Glu
120
Glu

Leu

Leu
Gly
Ser
40

Ile
Ala
Arg
Ile
Leu
120
Phe

Ser

Leu

Thr

Cys
Ser
25

Leu
Thr
Leu
val
Leu
105
Thr
Phe

Thr

Pro
His
25

Leu
Phe
Ala
Cys
Arg
105
Asn
Leu

Ser

Arg

Ile
10

Sser
Gln
Arg
Lys
Leu
90

Ile
Thr

Leu

Pro
10

Lys
Thr
Ala
Thr
Leu
90

Phe
Ser

Glu

Ala
Thr
Met
Met
His
75

Asn
Ser

Phe

Asn

Leu
Cys
Glu
Ala
val
75

Gly
Leu
Cys
Arg

Leu
Lys
Ile
Leu
60

Leu
Leu
Asn

Met

Arg
140

Phe
Asp
Gln
Ser
60

Leu
Ala
Lys
Pro

Leu
140

Ser Ile Ser

79

Ser Leu

Lys Thr
30

Leu Asn

45

Thr Phe

Gln Cys
Ala Gln

Ile Asn
110

Cys Glu

125

Trp Ile

Phe Leu

Ile Thr
30

Lys Thr

45

Lys Asn

Arg Gln
Thr Ala

Arg Leu
110

val Lys

125

Lys Thr

Ala
15

Gln
Gly
Lys
Leu
Ser
95

val
Tyr

Thr

Leu
15

Leu
Leu
Thr
Phe
Gln
95

Asp
Glu

Ile

Leu
Leu
Ile
Phe
Glu
80

Lys
Ile
Ala

Phe

Ala
GlIn
Cys
Thr
Tyr
80

Gln
Arg
Ala

Met

Ile GIn Cys Tyr
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Leu Cys
val Phe

Asn Trp
50

Gln Ser

65

Pro Ser

val Ile
Asn Leu

Thr Glu
130

Lys Glu

145

Thr sSer

<210> 95

Leu
Ile
35

val
Met
Cys
Ser
Ile
115
Ser

Phe

<211> 177
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 95

Leu
20

Leu
Asn
His
Lys
Leu
100
Ile
Gly

Leu

Met Phe His val

1
Leu val

Asp Gly

Leu Asp
50

Asn Phe

65

Leu Phe

Thr Gly

Ile Leu

Leu Gly
130

Lys Glu

145

Gln Glu

His

<210> 96

Leu
Lys
35

Ser
Phe
Arg
Asp
Leu
115
Glu
Gln

Ile

<211> 144
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 96

Leu
20

Gln
Met
Lys
Ala
Phe
100
Asn
Ala
Lys

Lys

Leu
Gly
val
Ile
val
85

Glu
Leu
Cys
Gln

ser
5
Pro
Tyr
Lys
Arg
Ala
85
Asp
Cys
Gln
Lys

Thr
165

Met Leu Leu Ala Met
1 5

Ala Gly GIn Gly Cys
20

Leu Ile Asn Lys Met

35

Ala Asn val Thr Ser

Asn
cys
Ile
Asp
70

Thr
Ser
Ala
Lys

ser
150

Phe
val
Glu
Glu
His
70

Arg
Leu
Thr
Pro
Leu

150
Cys

val
Pro
Gln

Cys

Ser
Phe
Ser
55

Ala
Ala
Gly
Asn
Glu

135
Phe

Arg
Ala
Ser
Ile
Ile
Lys
His
Gly
Thr
135

Asn

Trp

Leu
Thr
Glu

Leu

ES 2572231713

His
Ser
40

Asp
Thr
Met
Asp
Asn
120
Cys

val

Tyr
Ser
val
40

Gly
Cys
Leu
Leu
Gln
120
Lys
Asp

Asn

Thr
Leu
Asp

40
Cys

Phe
25

Ala
Leu
Leu
Lys
Ala
105
Ser
Glu

His

Ile
Ser
25

Leu
Ser
Asp
Arg
Leu
105
val
Ser
Leu

Lys

Ser
Ala
25

Pro

Leu

10
Leu

Gly
Lys
Tyr
Cys
90

Ser
Leu

Glu

Ile

Phe
10

Asp
Met
Asn
Ala
Gln
90

Lys
Lys
Leu
Cys

Ile
170

Ala
Gly
Ala

Gly

80

Thr
Leu
Lys
Thr
75

Phe
Ile
Ser

Leu

val
155

Gly
Cys
val
Cys
Asn
75

Phe
val
Gly
Glu
Phe

155
Leu

Leu
Ile
Ser

Ile

Glu
Pro
Ile
60

Glu
Leu
His
ser
Glu

140
Gln

Leu
Asp
Ser
Leu
60

Lys
Leu
Ser
Arg
Glu
140
Leu

Met

Leu
Leu
Lys

Pro

Ala
Lys
45

Glu
Ser
Leu
Asp
Asn
125
Glu

Met

Pro
Ile
Ile
45

Asn
Glu
Lys
Glu
Lys
125
Asn
Lys

Gly

Leu
Asp
Cys

45
Ser

Gly
30

Thr
Asp
Asp
Glu
Thr
110
Gly
Lys

Phe

Pro
Glu
30

Asp
Asn
Gly
Met
Gly
110
Pro
Lys
Arg

Thr

Cys
Ile
30

His

Asp

15
Ile

Glu
Leu
val
Leu
val
Asn
Asn

Ile

Leu
15

Gly
Gln
Glu
Met
Asn
95

Thr
Ala
Ser
Leu

Lys
175

ser
15

Asn
Cys

Asn

His
Ala
Ile
His
Gln
Glu
val
Ile

Asn
160

Ile
Lys
Leu
Phe
Phe
80

Ser
Thr
Ala
Leu
Leu

160
Glu

val
Phe
Ser

Cys
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Met
Glu
Cys

Leu

50
Arg

Gln
val
Asn

Glu
130

<210> 97
<211> 14

<212>
<213>

<400> 97
Met Glu Arg Thr

1

Pro
Thr
Leu
Gln

115
Ile

6

PRT .
Rattus norvegicus

Ala His Lys

Arg
Leu
Glu
65

Asn
Arg
Ala
Phe

Leu
145

His
Asp
50

His
Thr
Arg
Lys
Leu

130
Ser

Leu
35

Pro
Glu
Gly
Arg
Cys

115
Glu

Cys
Arg
Lys
100
Thr

Phe

Ser
20

Met
Glu
Ala
Asn
Leu
100
Pro

Arg

Phe
Tyr
85

Asn
Thr

Gln

Leu
5
Ser
Asp
Leu
Phe
Asn
85
Pro
Ser

Leu

Ser
70

Pro
Asn
Ala

Lys

val
Pro
Ile
Leu
Ala
70

Lys
Ala
cys
Lys

55
Glu

Leu
Lys
Gly

Glu
135

Cys
Gln
val
Thr
55

Cys
Thr
Lys
Asp

Trp
135

ES 2572231713

Arg
Ile
Cys
Asn

120
Lys

Leu
Arg
Glu
40

Ala
Phe
Phe
Arg
Leu

120
Leu

Leu
Phe
Pro
105
Ala

Met

Ile
Pro
25

Gln
Pro
Gln
Ile
Thr
105
Tyr

Leu

Ser
Ser
90

Tyr
Leu

Arg

Leu
10

Asp
Leu
Gln
Lys
Asn
90

Gly
Glu

Gln

81

Gln
75

Arg
Phe
Thr

Gly

His
Lys
Asp
Ala
75

Asp
Asn
Lys

Lys

60
Met

val
Sser
Phe
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana o fragmento de unién a antigeno del mismo, cuyo dicho anticuerpo
monoclonal o fragmento de unién a antigeno comprende:

(a) una region de cadena pesada que comprende: (i) una CDR1 de la region variable de cadena pesada que
comprende la SEQ ID NO: 63; (ii) una CDR2 de la region variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO:
65; y (iii) una CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 67; y

(b) una region de cadena ligera que comprende: (i) una CDR1 de la region variable de cadena ligera que comprende
la SEQ ID NO: 71; (ii) una CDR2 de la regién variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 73; y (iii) una
CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 75.

2. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana o fragmento de unién a antigeno del mismo, segun la reivindicacion 1,
que comprende los residuos de aminoacido 20 a 139 de la SEQ ID NO: 61 y los residuos de aminoacido 23 a 129 de
la SEQ ID NO: 69.

3. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana o fragmento de unién a antigeno del mismo, segun la reivindicacion 1 6
2, en el que dicho anticuerpo monoclonal se produce mediante un hibridoma designado como 366.328.10, en el que
el hibridoma esta depositado en la American Type Culture Collection con la designacién de depdsito bajo patente
ATCC PTA-8789.

4. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana, segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el anticuerpo comprende
ademas una porcién Fc.

5. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana, segun la reivindicacién 4, en el que la porcién Fc se selecciona del
grupo que consiste en IgG1, 1gG2 e IgG4.

6. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana, segun la reivindicacion 4, en el que la porcion Fc tiene una funcién
efectora reducida.

7. Hibridoma designado como 366.288.10, en el que el hibridoma esta depositado en la American Type Culture
Collection con la designacién de depésito bajo patente ATCC PTA-8789.

8. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana o fragmento de unién a antigeno del mismo, segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, para utilizar en medicina.

9. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana o fragmento de unién a antigeno del mismo, segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, para utilizar en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) en un sujeto, en el
que la enfermedad inflamatoria intestinal se selecciona del grupo que consiste en la enfermedad de Crohn, colitis
ulcerativa y sindrome del intestino irritable.

10. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana o fragmento de unién a antigeno del mismo, segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, para utilizar en el tratamiento de la artritis reumatoide, esclerosis multiple, diabetes tipo |
(IDDM), sindrome de Sjogren, lupus eritematoso sistémico (LES) o psoriasis en un sujeto.

11. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana o fragmento de unién a antigeno del mismo, segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, para utilizar en la supresion de rechazo de trasplante, establecimiento de la tolerancia en el
régimen terapéutico retrasplante o reduccion de los titulos de aloanticuerpo en un sujeto del trasplante.

12. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana o fragmento de unién a antigeno del mismo, segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, para utilizar en el tratamiento de una enfermedad autoinmune en un sujeto, en el que la
enfermedad autoinmune se selecciona del grupo que consiste en pancreatitis, enfermedad inflamatoria de los
musculos (polimiositis, dermatomiositis), poliangeitis microscépica, anemia aplasica autoinmune, tiroiditis
autoinmune, hepatitis autoinmune, sindrome de Wegener, diverticulosis, espondilitis anquilosante, esclerodermia,
esclerosis sistémica, artritis psoriasica, osteoartritis, dermatitis atopica, vitiligo, enfermedad injerto contra huésped
(EICH), linfoma cutaneo de células T (LCCT), glomerulonefritis, nefropatia por IgA, pacientes con trasplante
altamente sensibilizados, sindrome anti-fosfolipido, y asma, y oftras enfermedades autoinmunes, u otras
enfermedades mediadas por IL-21 y agonistas de receptores de IL -21.

13. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana o fragmento de unién a antigeno del mismo, segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, para utilizar en el tratamiento de enfermedades mediadas por células T auxiliares foliculares o
mediadas por células B en un sujeto, en el que enfermedades mediadas por células T auxiliares foliculares o
mediadas por células B se seleccionan del grupo que consiste en lupus eritematoso sistémico, pérdida de audicion
autoinmune, enfermedad de Graves, pénfigo vulgar, miastenia gravis, neuromielitis optica, sindrome de
Goodpasture, nefritis autoinmune, crioglobulinemia, sindrome de Guillain Barre, polineuropatia desmielinizante
inflamatoria crénica (PDIC), anemia hemolitica autoinmune y purpura trombocitopénica idiopatica (PTI).

82



ES 2572231713

14. Anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana o fragmento de unién a antigeno del mismo, segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, para utilizar en el tratamiento de enfermedades mediadas por células Ty1 o mediadas por
células Ty17 en un sujeto, en el que las enfermedades mediadas por células Th1 o mediadas por células Ty17 se
seleccionan del grupo que consiste en psoriasis, espondiloartropatia, artritis reactiva, artritis enteropatica, miocarditis
autoinmune, enfermedad de Kawasaki, enfermedad celiaca, uveitis, enfermedad de Behcet, enfermedad de la
arteria coronaria, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y enfermedad pulmonar intersticial.
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