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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para modular la actividad de la interleucina-21
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos y composiciones para modular la actividad del receptor de interleucina-
21 (IL-21)/IL-21 (MU-1) usando agonistas y antagonistas del receptor de IL-21. Los métodos y composiciones
descritos en este documento son Utiles como agentes inmunoterapéuticos.

Antecedentes de la invencién

La IL-21 humana es citocina de aproximadamente 131 aminodcidos de longitud que muestra homologia de
secuencia con IL-2, IL-4 e IL-15 (Parrish-Novak et al. (2000) Nature 408:57-63). A pesar de la baja homologia de
secuencias entre las citocinas interleucinas, las citocinas comparten un pliegue comun en una estructura de "haz de
cuatro hélices" que es representativa de la familia. La mayoria de las citocinas se unen ya sea a los receptores de
citocinas de clase | o clase Il. Los receptores de citocinas de clase Il incluyen los receptores de IL-10 y los
interferones, mientras que los receptores de citocina de clase | incluyen los receptores de IL2-1L7, IL-9, IL-11-13 e IL-
15, asi como factores de crecimiento hematopoyéticos, leptina y hormona de crecimiento (Cosman, D. (1993)
Cytokine 5:95-106).

La IL-21R humana es un receptor de citocina de clase | que se expresa en tejidos linfoides, en particular por células
NK, B y T (Parrish-Novak et al. (2000) supra). Las secuencias de nucle6tidos y de aminoacidos que codifican la
interleucina-21 humana (IL-21) y su receptor (IL-21R) se describen en el documento WO 00/53761; WO 01/85792;
Parrish-Novak et al. (2000) supra; Ozaki et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:11439-114444. |IL-21R tiene la
homologia de secuencia mas alta con la cadena B del receptor de IL-2 y la cadena « del receptor de IL-4 (Ozaki et
al. (2000) supra). Al unirse el ligando, IL-21R se asocia con la cadena comun de receptores de citocinas gamma (yc)
que es compartida por receptores de IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13 e IL-15 (Ozaki et al. (2000) supra; Asao et al.
(2001) J. Immunol. 167:1-5). La distribucién linfoide generalizada de IL-21R sugiere que IL-21 puede desempefiar un
papel en la regulacién inmune. De hecho, los estudios in vitro han demostrado que la IL-21 modula
significativamente la funcién de las células B, las células T CD4+y CD8* y las células NK (Parrish-Novak et al. (2000)
supra; Kasaian, M.T. et al. (2002) Immunity. 16:559-569). No obstante, la evidencia que apoya un efecto regulador
de IL-21 in vivo es limitada.

El documento WO0053761 se refiere al uso del ligando zalphal1 (esto es, IL-21) o antagonistas del ligando (esto es,
antagonistas de IL-21) en el tratamiento de muchas enfermedades, por ejemplo, artritis (véanse las paginas. 65, 11.
14-26).

Resumen de la invencion
La presente invencién se define en las reivindicaciones adjuntas.

Se describen métodos y composiciones para modular la actividad de, y/o una interaccién entre, una interleucina-21
(IL-21) y un receptor de IL-21 (también denominado en este documento como "IL-21R" o "MU-1") utilizando
agonistas o antagonistas de IL-21 o IL-21R (también denominados en este documento como un "agonista de IL-
21/IL-21R" 0 "agonista”, y "antagonista de IL-21/IL-21R" o "antagonista”, respectivamente).

En una realizacién, los solicitantes han demostrado que la reduccién de la actividad de IL-21R mediante el uso de un
antagonista de IL-21, por ejemplo, una proteina de fusidén que incluye el dominio extracelular de la IL-21R fusionada
a una regiéon de inmunoglobulina Fc, mejora los sintomas inflamatorios en modelos animales de artritis inducida por
colageno (CIA) (Ejemplo 7). La expresion del ARNm de IL-21R se aumenta en las patas de ratones con CIA
(Ejemplo 8). De acuerdo con lo anterior, se pueden usar antagonistas de la actividad de IL-21/IL-21R para inducir
supresion inmune in vivo, por ejemplo, para tratar o prevenir patologias asociadas con células inmunes (por ejemplo,
patologias asociadas con actividad aberrante de una o mas células T maduras (células T CD8* maduras, CD4*
maduras), células NK maduras, células B, macréfagos y megacariocitos, incluyendo rechazo de trasplantes y
trastornos autoinmunes, por ejemplo, artritis (incluyendo la artritis reumatoide).

De acuerdo con lo anterior, en un aspecto, la divulgacién presenta un método de tratamiento (por ejemplo, cura,
supresion, mejora, retraso o prevencion de la aparicién o prevencion de la recurrencia o recaida de) o prevencion de
una enfermedad asociada con células inmunes, por ejemplo, artritis reumatoide, en un sujeto, el método incluye:
administrar al sujeto un antagonista de IL-21/IL-21R, en una cantidad suficiente para inhibir o reducir la actividad de
células inmunes y/o el nimero de células, tratando o previniendo asi la enfermedad asociada con las células
inmunes, por ejemplo, artritis reumatoide.

El antagonista de IL-21/IL-21R se puede administrar al sujeto, solo o en combinacién, con otras modalidades
terapéuticas como se describe en este documento. Preferiblemente, el sujeto es un mamifero, por ejemplo, un
humano que sufre de una patologia asociada a células inmunes (por ejemplo, una patologia asociada con actividad
aberrante de una o mas células T maduras (células T CD8* maduras, CD4* maduras), células NK maduras, células

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2629395 T3

B, macréfagos y megacariocitos, incluyendo el rechazo de trasplantes y trastornos autoinmunes. Por ejemplo, el
método se puede usar para tratar o prevenir, en un sujeto, trastornos asociados a células inmunes, por ejemplo, un
trastorno elegido entre uno o mas de: rechazo de trasplante o un trastorno autoinmune (por ejemplo, incluyendo, por
ejemplo, diabetes mellitus (tipo I), artritis (incluyendo artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, osteoartritis,
artritis psoriasica y espondilitis anquilosante), esclerosis mdltiple, miastenia gravis, vasculitis, lupus eritematoso
sistémico, tiroiditis autoinmune, dermatitis (incluyendo dermatitis atépica y dermatitis eczematosa), psoriasis,
esclerodermia, asma, alergia, IBD o enfermedad de Crohn). Se prefiere el tratamiento de un trastorno artritico, por
ejemplo, un trastorno elegido entre uno o mas de la artritis reumatoide, la artritis reumatoide juvenil, la osteoartritis,
la artritis psoriasica o la espondilitis anquilosante (preferiblemente la artritis reumatoide) usando los antagonistas de
IL-21 o IL-21R descritos y/o reivindicados en este documento.

En una realizacion, el antagonista de IL-21/IL-21R interacciona con, por ejemplo, se une a IL-21 o IL-21R,
preferiblemente a, por ejemplo, IL-21 o IL-21R humana, de mamifero, (denominado en este documento como un
“antagonista de IL-21” y “antagonista de IL-21R”, respectivamente), y reduce o inhibe una o mas actividades de IL-21
y/o IL-21R. Los antagonistas preferidos se unen a IL-21 o IL-21R con alta afinidad, por ejemplo, con una constante
de afinidad de al menos aproximadamente 107 M, preferiblemente de aproximadamente 108 M' y mas
preferiblemente de aproximadamente 10° M a 10'° M-' o mas fuerte.

Por ejemplo, un antagonista de IL-21/IL-21R puede reducir y/o inhibir la actividad de IL-21R neutralizando IL-21. En
una realizacion, el antagonista puede ser una proteina de fusién que incluye un fragmento de una IL-21R fusionado
a un fragmento no IL21R, por ejemplo, una regiéon Fc de inmunoglobulina. En otras realizaciones, el antagonista es
un anticuerpo anti-IL21R o anti-IL21 o un fragmento de uni6én al antigeno del mismo, una forma soluble del receptor
de IL-21, un péptido o un inhibidor de molécula pequena.

En una realizacion, el antagonista de IL-21/IL-21R es un anticuerpo anti-IL21R o anti-IL21, o un fragmento de unién
al antigeno del mismo. Por ejemplo, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o de especificidad Unica, que se une
a IL-21, por ejemplo, IL-21 humana o un receptor de IL-21, por ejemplo, un polipéptido del receptor de IL-21
humana, o un fragmento de unién al antigeno del mismo (por ejemplo, un Fab, F(ab")2, Fv o un fragmento Fv de
cadena sencilla). Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo humano, humanizado, quimérico o generado in
vitro para la IL-21 humana o el polipéptido del receptor de IL-21 humana. Preferiblemente, el anticuerpo es un
anticuerpo neutralizante.

En otras realizaciones, el antagonista de IL-21/IL-21R incluye la longitud total, o un fragmento de un polipéptido de
IL-21, por ejemplo, un dominio de unién al receptor de IL-21 de un polipéptido de IL-21, por ejemplo, un polipéptido
de IL-21 humana (por ejemplo, un polipéptido de IL-21 humana como se describe en este documento que tiene una
secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO: 19) o una secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 mas
idéntica a la misma; o codificada por una secuencia de nucleétidos correspondiente mostrada como SEQ ID NO:18 o
una secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 mas idéntica a la misma. Alternativamente, el antagonista incluye la
longitud completa (por ejemplo, desde aproximadamente los amino4cidos 1-538 o0 20-538 de SEQ ID NO: 2 o desde
aproximadamente los aminoacidos 1-529 o 20-529 de SEQ ID NO:10), o un fragmento de un polipéptido del receptor
de IL-21, por ejemplo, un dominio de unién a IL-21 de un polipéptido del receptor de IL-21, por ejemplo, un
fragmento soluble de una IL-21R (por ejemplo, un fragmento de una IL-21R que comprende el dominio extracelular
de la IL-21R murina o humana; por ejemplo, desde aproximadamente los aminoacidos 1-235, 1-236, 20-235, 20-236
de SEQ ID NO:2 (humana), o desde aproximadamente los amino&cidos 1-236,20-236 de SEQ ID NO:10 (murina), o
codificada por los nucleétidos correspondientes de SEQ ID NO:1 0 9, o una secuencia al menos 85%, 90%, 95%,
98% o0 mas idéntica a la misma.

En una realizacion, el antagonista es una proteina de fusién que comprende los polipéptidos del receptor de IL-21 o
IL-21 mencionados anteriormente o fragmentos de los mismos y, por ejemplo, fusionado con, una segunda unidad
estructural, por ejemplo, un polipéptido (por ejemplo, una cadena de inmunoglobulina, una secuencia de polipéptido
GST, Lex-A o MBP). En una realizacion preferida, la proteina de fusién incluye al menos un fragmento de un
polipéptido de IL-21R, que es capaz de unir IL-21, por ejemplo, un fragmento soluble de una IL-21R (por ejemplo, un
fragmento de una IL-21R que comprende el dominio extracelular de la IL-21R murina o humana; por ejemplo, desde
aproximadamente los aminoacidos acidos 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 de SEQ ID NO:2 (humana), o desde
aproximadamente los aminodcidos 1-236, 20-236 de SEQ ID NO:10 (murina), o codificada por los nucleétidos
correspondientes de SEQ ID NO:1 0 9, o una secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 mas idéntica a la misma)
y, por ejemplo, fusionado a, una segunda unidad estructural, por ejemplo, un polipéptido (por ejemplo, una cadena
de inmunoglobulina, un fragmento Fc, unas regiones constantes de cadena pesada de los diversos isotipos,
incluyendo: IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD, e IgE). Por ejemplo, la proteina de fusién puede incluir el
dominio extracelular de IL-21R humana, por ejemplo, desde aproximadamente los aminoacidos 1-235, 1-236, 20-
235, 20-236 de SEQ ID NO:2, y, por ejemplo, fusionado a, una cadena Fc de inmunoglobulina humana (por ejemplo,
IgG humana, por ejemplo, IgG1 humana o una forma mutada de IgG1 humana). En una realizacion, la secuencia Fc
humana ha sido mutada en uno o mas aminoacidos, por ejemplo, mutada en los residuos 254 y 257 de SEQ ID
NO:28, a partir de una secuencia de tipo salvaje para reducir la union del receptor de Fc. En otras realizaciones, la
proteina de fusién puede incluir el dominio extracelular de la IL-21R murina, por ejemplo, desde aproximadamente
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los aminoacidos 1-236, 20-235 de SEQ ID NO:10 (murina), y, por ejemplo, fusionados a, una cadena Fc de
inmunoglobulina murina (por ejemplo, IgG murina, por ejemplo, IgG2a murina o una forma mutada de IgG2a murina).

Las proteinas de fusion pueden incluir adicionalmente una secuencia enlazadora que une la primera unidad
estructural, por ejemplo, un fragmento IL-21R, a la segunda unidad estructural, por ejemplo, el fragmento de
inmunoglobulina. En otras realizaciones, se pueden adicionar secuencias de aminoacidos adicionales al extremo N o
C de la proteina de fusion para facilitar la expresién, flexibilidad estérica, deteccion y/o aislamiento o purificacion.

Ejemplos de proteinas de fusion antagdénicas que se pueden usar en los métodos descritos se muestran en las
figuras 7-15. En una realizacién, la proteina de fusién incluye una secuencia de aminoacidos seleccionada de, por
ejemplo, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:33, SEQ ID
NO:35, SEQ ID NO:37, o SEQ ID NO:39, o una secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 98% o0 maés idéntica a la
misma. En otras realizaciones, la proteina de fusién incluye una secuencia de aminoacidos codificada por una
secuencia de nucleétidos seleccionada de, por ejemplo, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, o SEQ ID NO:38, o una secuencia al menos
85%, 90%, 95%, 98% 0 mas idéntica a la misma. Las proteinas de fusién preferidas tienen la secuencia de
aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:25 o SEQ ID NO:29 (Figuras 8A-8C y 10A-10C, respectivamente), o una
secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 mas idéntica a la misma. En otras realizaciones, la proteina de fusion
incluye una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleétidos seleccionada de, por ejemplo,
SEQ ID NO:24 o SEQ ID NO:28 (Figuras 8A-8C y 10A-10C, respectivamente), o una secuencia al menos 85%, 90%,
95%, 98% 0 mas idéntica a la misma. Mas preferiblemente, la proteina de fusion tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada como SEQ ID NO:29, o tiene una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleotidos
mostrada como SEQ ID NO:28 (Figura 10A-10C).

Los antagonistas de IL-21/IL-21R descritos en este documento, por ejemplo, la proteina de fusion descrita en este
documento, se pueden derivar o unir a otra molécula funcional, por ejemplo, otro péptido o proteina (por ejemplo, un
fragmento Fab'). Por ejemplo, la proteina de fusién o un anticuerpo, o porciéon de union al antigeno, puede estar
funcionalmente unida (por ejemplo, mediante acoplamiento quimico, fusidn genética, asociacion no covalente o de
otro modo) a una o mas de otras entidades moleculares, tales como un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo
biespecifico o multiespecifico), toxinas, radioisétopos, agentes citotdxicos o citostaticos, entre otros.

En una realizacion, los antagonistas de IL-21/IL-21R descritos en este documento, por ejemplo, las composiciones
farmacéuticas de los mismos, se administran en terapia de combinacion, esto es, combinados con otros agentes, por
ejemplo, agentes terapéuticos, que son Utiles para tratar trastornos patolégicos asociados con células inmunes, por
ejemplo, un trastorno seleccionado de uno o mas de: artritis (incluyendo artritis reumatoide, artritis reumatoide
juvenil, osteoartritis, artritis psoriasica o espondilitis anquilosante), o esclerodermia, lupus eritematoso sistémico o
vasculitis; preferiblemente, artritis reumatoide). Por ejemplo, la terapia de combinacion puede incluir uno o mas
antagonistas de IL-21/IL-21R, por ejemplo, un anticuerpo anti-IL-21 o anti-IL-21R o un fragmento de uni6n al
antigeno del mismo; una proteina de fusion de IL-21R; un receptor de IL-21R soluble; un inhibidor de péptido o un
inhibidor de molécula pequefia) coformulados con, y/o coadministrados con, uno o mas agentes terapéuticos
adicionales, por ejemplo uno o mas citocinas e inhibidores del factor de crecimiento, inmunosupresores, agentes
antiinflamatorios, inhibidores metabdlicos, Inhibidores enzimaticos, y/o agentes citotéxicos o citostaticos, como se
describe més adelante en este documento.

Ejemplos de agentes terapéuticos adicionales preferidos que pueden ser coadministrados y/o coformulados con uno
0 mas antagonistas de IL-21/IL-21R, incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de: antagonistas de TNF (por
ejemplo, anticuerpos quiméricos, humanizados, generados in vitro o humanos, o fragmentos de unién a antigeno de
los mismos, que se unen a TNF; fragmentos solubles de un receptor de TNF, por ejemplo, receptor de TNF humano
p55 o0 p75 o derivados del mismo, por ejemplo TNFR-IgG de 75 kd (proteina de fusién de IgG del receptor de TNF-
proteina de 75 kd, Enbrel™), proteina de fusién del receptor TNF de p55 kD, antagonistas de enzima de TNF, por
ejemplo, inhibidores de la enzima convertidora de TNF-o. (TACE)); antagonistas de IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-22;
agentes supresores de célula T y célula B (por ejemplo, anticuerpos anti-CD4 o anti-CD22); inhibidores de molécula
pequefia, por ejemplo, metotrexato y leflunomida; sirolimus (rapamicina) y analogos de los mismos, por ejemplo,
CCI-779; inhibidores de Cox-2 y cPLA2; NSAID; inhibidores de p38, inhibidores de TPL-2, Mk-2 y NFkb; RAGE o
RAGE soluble; inhibidores de P-selectina o PSGL-1 (por ejemplo, inhibidores de moléculas pequenfas, anticuerpos
para los mismos, por ejemplo, anticuerpos contra P-selectina); agonistas de receptores de estrogeno beta (ERB) o
antagonistas de ERB-NFkb. Los agentes terapéuticos adicionales mas preferidos que pueden ser coadministrados
y/o coformulados con uno o méas antagonistas de IL-21/IL-21R incluyen uno o méas de: un fragmento soluble de un
receptor de TNF, por ejemplo, receptor de TNF humano p55 o p75 o derivados del mismo, por ejemplo, TNFR-IgG
de 75 kd (proteina de fusion del receptor de TNF de 75 kD, Enbrel™); metotrexato, leflunomida, o un sirolimus
(rapamicina) o un analogo del mismo, por ejemplo, CCI-779.

Los solicitantes han mostrado ademas que un agonista de IL-21/IL-21R, por ejemplo, un polipéptido de IL-21,
estimula la inmunidad in vivo contra células tumorales inmunogénicas y no inmunogénicas (Ejemplo 9). La
inmunidad aumentada se debe en parte a la potenciacion mediada por IL-21 de la funcién efectora de células T
CD8* maduras. Los agonistas de IL-21/IL-21R se pueden usar solos 0 en combinacién con un antigeno, por ejemplo,
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como un adyuvante (por ejemplo, un adyuvante de vacuna), para inducir la expresién de una respuesta inmune in
vivo, por ejemplo, para uso en el tratamiento del cancer o un trastorno infeccioso en un sujeto.

De acuerdo con lo anterior, la divulgacién proporciona un método para tratar (por ejemplo, curar, suprimir, mejorar,
retrasar o prevenir la aparicion de, o prevenir la reaparicion o recaida de) o prevenir un cancer o un trastorno
infeccioso, en un sujeto, el método incluye: administrar al sujeto un agonista de IL-21/IL-21R, por ejemplo, un agente
que aumenta o potencia la actividad de IL-21/IL-21R, en una cantidad suficiente para aumentar la actividad de
células inmunes (por ejemplo, células CD8*) (por ejemplo, actividad de células efectoras) y/o niumero de células,
tratando o previniendo asi dicho trastorno. Los trastornos de cancer de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, un
tumor soélido, un tumor de tejido blando (por ejemplo, un linfoma o una leucemia) y una lesion metastasica. Ejemplos
de trastornos de infecciones que se pueden tratar o prevenir incluyen infecciones bacterianas, virales y parasitarias.

En una realizacion, un método para aumentar la capacidad de una composicién de vacuna que contiene un
antigeno, por ejemplo, un antigeno de un patégeno, por ejemplo, un patégeno bacteriano, viral y parasitario, o una
célula tumoral, para provocar una respuesta inmune protectora en un sujeto contra el antigeno administrando al
sujeto, ya sea de forma simultadnea o secuencialmente, a la composicién de vacuna, una cantidad de adyuvante
eficaz de un agonista de IL-21/IL-21R (por ejemplo, un polipéptido de IL-21 o un fragmento biolégicamente activo del
mismo, o un acido nucleico que codifica el mismo). En una realizacion, el patégeno contra el que se dirige la vacuna
es un patogeno intracelular, por ejemplo, un virus, una bacteria o un protozoario. El patégeno también puede ser un
parasito extracelular, por ejemplo, un helminto o una bacteria. El antigeno puede ser una célula entera, una proteina,
una subunidad o fragmento de proteina.

Los agonistas de IL-21/IL-21R preferidos se unen a IL-21 o IL-21R con alta afinidad, por ejemplo, con una constante
de afinidad de al menos aproximadamente 107 M, preferiblemente aproximadamente 108 M?', y mas
preferiblemente, aproximadamente 10° M a 10'° M' 0 mas fuerte.

En una realizacion, el agonista de IL-21/IL-21R es un polipéptido de IL-21, por ejemplo, un polipéptido de IL-21
humana, o un fragmento activo del mismo (por ejemplo, un polipéptido de IL-21 humana que comprende la
secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:19, o codificada por una secuencia de nucleétidos mostrada
como SEQ ID NO:18, o una secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 98% o0 mas idéntica a la misma). En otras
realizaciones, el agonista de IL-21/IL-21R es una proteina de fusién que comprende un polipéptido de IL-21, por
ejemplo, polipéptido de IL-21 humana, o un fragmento del mismo y, por ejemplo, fusionado a, una segunda unidad
estructural, por ejemplo, un polipéptido (por ejemplo, una cadena de inmunoglobulina, un fragmento Fc, unas
regiones constantes de cadena pesada de los diversos isotipos, incluyendo: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1,
IgA2, IgD, e IgE); un anticuerpo agonista o fragmento de unién al antigeno del mismo, al receptor de IL-21; o un
agonista de péptido o de molécula pequena. En otras realizaciones, el agonista de IL-21/IL-21R es un agente que
aumenta la actividad o niveles de IL-21, por ejemplo, aumentando la expresién, procesamiento y/o secrecion de IL-
21 funcional. También se pueden administrar al sujeto &cidos nucleicos que codifican los agonistas y/o antigenos de
IL-21/IL-21R mencionados anteriormente.

Los agonistas de IL-21/IL-21R descritos en este documento se pueden usar, solos 0 en combinacién, con otras
modalidades terapéuticas. Si se desea, el agonista de IL-21/IL-21R se puede administrar conjuntamente con uno o
mas agentes adicionales que aumentan una respuesta inmune, por ejemplo, un agente que mejora una respuesta
inmune a un cancer o enfermedad infecciosa, en el sujeto (por ejemplo, un antigeno, un péptido antigénico, solo o
en combinacién con una célula presentadora de antigeno, por ejemplo, una célula dendritica). Por ejemplo, el(los)
agonista(s) de IL-21/IL-21R se puede(n) administrar por si mismos o en combinacién con un antigeno, por ejemplo,
como coadyuvante (por ejemplo, un adyuvante de vacuna) y/o en combinacién con otras citocinas (por ejemplo, IL-2,
GM-CSF y/o IL-15). La terapia de combinacion se puede llevar a cabo en cualquier orden, por ejemplo, IL-15 y el
antigeno puede ser coadministrado a un sujeto, seguido por estimulacién de la respuesta inmune mediante la
administracién de IL-21 y el antigeno.

Preferiblemente, el sujeto es un mamifero, por ejemplo, un ser humano que sufre un cancer o un trastorno
infeccioso. El agonista de IL-21/IL-21R esta disefiado preferiblemente para aumentar la respuesta inmune a un
cancer o enfermedad infecciosa. La enfermedad infecciosa puede ser causada por, por ejemplo, agentes
bacterianos, parasitarios o virales.

En otro aspecto, la divulgacion presenta un método para modular, por ejemplo, aumentar o disminuir, la actividad y/o
el nimero de células inmunes (por ejemplo, la actividad y/o el nimero de una o mas de: una célula T madura
(células T CD8+, CD4+, madura), células NK maduras, células B, macréfagos o megacariocitos, preferiblemente,
células T CD8+ maduras o macréfagos) o una poblacién de células inmunes, por ejemplo, una poblacién de células
inmunes mixtas o sustancialmente purificadas. El método incluye poner en contacto una célula inmune, por ejemplo,
una célula inmune tal como se describe en este documento, con un agonista o antagonista de IL-21/IL-21R, por
ejemplo, un agonista o antagonista como se describe en este documento, en una cantidad suficiente para modular,
por ejemplo, incrementar o disminuir, la actividad y/o el nimero de células inmunes.

El método en cuestion se puede usar en células en cultivo, por ejemplo, in vitro o ex vivo. Por ejemplo, las células
inmunes, por ejemplo, células T, como se describen en este documento, se pueden cultivar in vitro en medio de
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cultivo y la etapa de contacto se puede efectuar afadiendo uno o méas agonista(s) o antagonista(s) de IL-21/IL-21R,
por ejemplo, un agonista o antagonista como se describe en este documento, al medio de cultivo. Alternativamente,
el método se puede realizar en células (por ejemplo, células inmunes como se describe en este documento)
presentes en un sujeto, por ejemplo, como parte de un protocolo in vivo (por ejemplo, terapéutico o profilactico).

La célula inmune puede ser seleccionada de, por ejemplo, una 0 mas de: una célula T madura (célula T de CD8+,
CD4+, ganglio linfatico, de memoria, madura), célula NK madura, célula B, célula presentadora de antigeno (APC),
por ejemplo, una célula dendritica, un macréfago o un megacariocito, o una poblaciéon de células, por ejemplo, una
poblacién de células inmunes mixta o sustancialmente purificada. Preferiblemente, la célula inmune es una célula T
CD8+ madura o un macréfago.

Un cambio en la actividad de las células inmunes incluye cualquier variacion(es), por ejemplo, aumento/disminucion,
en uno o mas de: proliferacion, secrecion y/o produccién de citocinas, supervivencia, diferenciacion, capacidad de
respuesta celular (por ejemplo, desensibilizacion), actividad citolitica, actividad de las células efectoras, expresion
génica, entre otras, de la célula inmune contactada con un agonista o antagonista de IL-21/IL-21R comparada con
una referencia, por ejemplo, una célula inmune no tratada. Por ejemplo, el contacto de una célula inmune con un
agonista de IL-21/IL-21R, por ejemplo, un polipéptido de IL-21, puede inducir uno 0 mas de: proliferacién, actividad
citolitica, funciéon de células efectoras o secrecién de citocinas de uno o mas de: timocitos estimulados con
anticuerpo anti-CD3 o antigeno; células T de ganglios linfaticos, células T CD4+ maduras, células T CD8+ maduras,
0 macréfagos.

La capacidad de respuesta de células inmunes, por ejemplo, células T, a sefiales estimuladoras también se puede
modular usando un agonista o antagonista como se describe en este documento. Por ejemplo, la proliferacién de
células T a aloantigenos se puede aumentar en presencia de un polipéptido de IL-21. La IL-21 también puede
potenciar la proliferacién y/o diferenciacion de células T CD8+ maduras. Por ejemplo, el cebado de células T CD8+
en presencia de IL-21 puede generar células efectoras con actividad litica aumentada (CTL) y/o capacidad
incrementada para secretar citocinas, por ejemplo, IFNy. En otras realizaciones, el agonista de IL-21/IL-21R se
puede usar para inducir la proliferacion y/o secrecion de citocinas de macréfagos.

En una realizacion, se proporciona un método para disminuir la actividad de células inmunes (por ejemplo, la
actividad de una o mas de: una célula T madura (célula T de ganglio linfatico, CD8+, CD4+, célula T de memoria,
madura), célula NK madura, célula B, célula de presentacion de antigeno (APC), por ejemplo, una célula dendritica,
macréfago o megacariocito, o una poblacién de células, por ejemplo, una poblaciéon de células inmunes mixtas o
sustancialmente purificadas. El método incluye poner en contacto la célula inmune con un antagonista de IL-21/IL-
21R, por ejemplo, un antagonista como se describe en este documento, en una cantidad suficiente para disminuir la
actividad de la célula inmune.

En otras realizaciones, se proporciona un método para aumentar la actividad y/o nimero de células inmunes (por
ejemplo, la actividad y/o el nimero de una o mas de: una célula T madura (célula T de ganglio linfatico, CD8+,
CD4+, célula T de memoria, madura), célula NK madura, célula B, célula presentadora de antigeno (APC), por
ejemplo, una célula dendritica, macréfago o megacariocito, o una poblacion de células, por ejemplo, una poblacion
de células mixtas o inmunes sustancialmente purificada. El método incluye poner en contacto una célula inmune con
un agonista de IL-21/IL-21R, por ejemplo, un agonista como se describe en este documento, en una cantidad
suficiente para aumentar la actividad de la célula inmune.

En otro aspecto, la divulgacion presenta una proteina de fusion que incluye al menos un fragmento de un polipéptido
de IL-21R, que es capaz de unirse a un polipéptido de IL-21, por ejemplo, un fragmento soluble de una IL-21R (por
ejemplo, un fragmento de una IL-21R que comprende el dominio extracelular de IL-21R murina o humana; por
ejemplo, desde aproximadamente los aminoacidos 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 de SEQ ID NO:2 (humana), o
desde aproximadamente los aminoécidos 1-236, 20-236 de SEQ ID NO:10 (murina), o codificada por los nucleétidos
correspondientes de SEQ ID NO:1 0 9, o una secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 mas idéntica a la misma)
y, por ejemplo, fusionado a, una segunda unidad estructural, por ejemplo, un polipéptido (por ejemplo, una cadena
de inmunoglobulina, un fragmento Fc, unas regiones constantes de cadena pesada de los diversos isotipos,
incluyendo: IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD, e IgE). Por ejemplo, la proteina de fusién puede incluir el
dominio extracelular de IL-21R humana, por ejemplo, desde aproximadamente los aminoacidos 1-235, 1-236, 20-
235, 20-236 de SEQ ID NO:2, y, por ejemplo, fusionado a, una cadena Fc de inmunoglobulina humana (por ejemplo,
IgG humana, por ejemplo, IgG1 humana o una forma mutada de IgG1 humana). En una realizacion, la secuencia Fc
humana ha sido mutada en uno o mas aminoacidos, por ejemplo, mutada en los residuos 254 y 257 de SEQ ID
NO:28, a partir de una secuencia de tipo salvaje para reducir la unién del receptor de Fc. En otras realizaciones, la
proteina de fusion puede incluir el dominio extracelular de la IL-21R murina, por ejemplo, desde aproximadamente
los aminoacidos 1-236, 20-236 de SEQ ID NO:10 (murina), y, por ejemplo, fusionado a, una cadena Fc de
inmunoglobulina murina (por ejemplo, IgG murina, por ejemplo, IgG2a murina o una forma mutada de IlgG2a murina).
Las proteinas de fusion pueden incluir adicionalmente una secuencia enlazadora que une el fragmento de IL-21R a
la segunda unidad estructural. En otras realizaciones, secuencias de aminoacidos adicionales se pueden adicionar
al extremo N o C de la proteina de fusion para facilitar la expresion, deteccion y/o aislamiento o purificacion.
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La proteina de fusion descrita en este documento se puede derivar o unir a otra molécula funcional, por ejemplo, otro
péptido o proteina (por ejemplo, un fragmento Fab’). Por ejemplo, la proteina de fusién puede estar funcionalmente
unida (por ejemplo, por acoplamiento quimico, fusion genética, asociacién no covalente o de otro modo) a una o mas
otras entidades moleculares, tales como un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico o multiespecifico),
toxinas, radioisétopos, agentes citotdxicos o citostaticos, entre otros.

Ejemplos de proteinas de fusion antagénicas que se pueden usar en los métodos descritos se muestran en las
figuras 7-15. En una realizacion, la proteina de fusién incluye una secuencia de aminoacidos seleccionada de, por
ejemplo, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:33, SEQ ID
NO:35, SEQ ID NO:37, o SEQ ID NO:39, o una secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 98% o0 maés idéntica a la
misma. En otras realizaciones, la proteina de fusién incluye una secuencia de aminoacidos codificada por una
secuencia de nucleétidos seleccionada de, por ejemplo, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, o SEQ ID NO:38, o una secuencia al menos
85%, 90%, 95%, 98% 0 mas idéntica a la misma. Las proteinas de fusién preferidas tienen la secuencia de
aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:25 o SEQ ID NO:29 (Figuras 8A-8C y 10A-10C, respectivamente), o una
secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 mas idéntica a la misma. En otras realizaciones, la proteina de fusion
incluye una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleétidos seleccionada de, por ejemplo,
SEQ ID NO:24 o SEQ ID NO:28 (Figuras 8A-8C y 10A-10C, respectivamente), o una secuencia al menos 85%, 90%,
95%, 98% 0 mas idéntica a la misma. Mas preferiblemente, la proteina de fusion tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada como SEQ ID NO:29, o tiene una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleotidos
mostrada como SEQ ID NO:28 (Figura 10A-10C).

La divulgacion también presenta secuencias de acido nucleico que codifican las proteinas de fusion descritas en
este documento.

En otro aspecto, la divulgacion presenta células huésped y vectores que contienen los acidos nucleicos descritos.
Preferiblemente, la célula huésped es una célula eucariota, por ejemplo, una célula de mamifero, una célula de
insecto, una célula de levadura, o una célula procariética, por ejemplo E. coli. Por ejemplo, la célula de mamifero
puede ser una célula cultivada o una linea celular. Ejemplos de células de mamifero incluyen lineas celulares
linfociticas (por ejemplo, NSO), células de ovario de hamster chino (CHO), células COS, células de ovocitos y
células de un animal transgénico, por ejemplo, células epiteliales mamarias. Por ejemplo, los acidos nucleicos que
codifican las proteinas de fusién descritas en este documento se pueden expresar en un animal transgénico. En una
realizacién, los acidos nucleicos se colocan bajo el control de un promotor especifico de tejido (por ejemplo, un
promotor especifico de mamifero) y el anticuerpo se produce en el animal transgénico. Por ejemplo, la proteina de
fusién se secreta en la leche del animal transgénico, tal como una vaca transgénica, cerdo, caballo, oveja, cabra o
roedor.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un procedimiento para producir una proteina de fusion, por ejemplo, una
proteina de fusidbn como se describe en este documento. El procedimiento comprende: (a) cultivar un cultivo de la
célula huésped de la presente invencion en un medio de cultivo apropiado; y (b) purificar la proteina de fusion del
cultivo. También se proporcionan las proteinas producidas de acuerdo con estos métodos.

En otro aspecto, se describen y/o se reivindican en este documento composiciones, por ejemplo, composiciones
farmacéuticas, que incluyen un portador farmacéuticamente aceptable y al menos uno de entre el agonista o un
antagonista de IL-21/IL-21R como se describe en este documento (por ejemplo, una proteina de fusion descrita en
este documento). En una realizacion, las composiciones, por ejemplo, composiciones farmacéuticas, comprenden
una combinacién de dos 0 mas de uno de los agonistas o antagonistas de IL-21/IL-21R anteriormente mencionados.
Las combinaciones de los agonistas o antagonistas de IL-21/IL-21R y un farmaco, por ejemplo, un agente
terapéutico (por ejemplo, uno o mas inhibidores del factor de crecimiento y citocina, inmunosupresores, agentes
antiinflamatorios, inhibidores metabdlicos, inhibidores enzimaticos y/o agentes citotdxicos o citostaticos, como se
describe ademas en este documento) o un antigeno, por ejemplo, un péptido antigénico y/o una célula presentadora
de antigeno, también se describen y/o se reivindican en este documento.

En una realizacién, la composicion farmacéutica incluye un agonista o antagonista de IL-21/IL-21R y al menos un
agente terapéutico adicional, en un portador farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de agentes terapéuticos
adicionales preferidos que pueden ser coformulados en una composicion, por ejemplo, una composicion
farmacéutica, con uno o mas antagonistas de IL-21/IL-21R, incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de:
antagonistas de TNF (Por ejemplo, anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o generados in vitro, o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que se unen a TNF; fragmentos solubles de un receptor de TNF, por
ejemplo, receptor de TNF humano p55 o p75 o derivados del mismo, por ejemplo, TNFR-IgG de 75 kd (proteina de
fusién del receptor de TNF de 75 kD, Enbrel™), proteina de fusién del receptor de TNF de p55 kD; antagonistas de
enzima de TNF, por ejemplo, inhibidores de la enzima convertidora de TNFa); antagonistas de IL-12, IL-15, IL-17, IL-
18, IL-22; agentes supresores de célula T y célula B (por ejemplo, anticuerpos anti-CD4 o anti-CD22); inhibidores de
molécula pequefa, por ejemplo, metotrexato y leflunomida; sirolimus (rapamicina) y analogos del mismo, por
ejemplo, inhibidores de CCI-779; Cox-2 y cPLA2; NSAIDs; inhibidores de p38, inhibidores de TPL-2, Mk-2 y NFkb;
RAGE o RAGE soluble; inhibidores de P-selectina o PSGL-1 (por ejemplo, inhibidores de molécula pequena,
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anticuerpos a los mismos, por ejemplo, anticuerpos contra P-selectina); agonistas de receptores de estrogeno beta
(ERB) o antagonistas de ERB-NFkb. Los agentes terapéuticos adicionales mas preferidos que pueden ser
coadministrados y/o coformulados con uno o mas antagonistas de IL-21/IL-21R incluyen uno o mas de: un fragmento
soluble de un receptor de TNF, por ejemplo, receptor de TNF humano p55 o p75 o derivados del mismo, por
ejemplo, TNFR-IgG de 75 kd (proteina de fusion del receptor de TNF de 75 kD, Enbrel™); metotrexato, leflunomida,
0 un sirolimus (rapamicina) o un analogo del mismo, por ejemplo, CCI-779.

En otra realizacién, se proporciona una composicion farmacéutica util como una vacuna que comprende un antigeno
de un microorganismo patégeno, por ejemplo, un microorganismo viral, bacteriano o parasitario, y una cantidad
eficaz de un agonista de IL-21/IL-21R, en un portador farmacéuticamente aceptable. En una realizacién, la
composicion resultante es capaz de provocar la inmunidad del sujeto vacunado para una respuesta protectora al
patogeno. El agonista de IL-21/IL-21R y antigeno utilizado en la composiciéon puede ser un polipéptido o fragmento
biol6gicamente activo del mismo, o en una composicién que comprende acidos nucleicos que codifican el mismo.
Estos acidos nucleicos, junto con las secuencias promotoras apropiadas, se pueden emplear directamente como un
antigeno administrado con, o cerca del tiempo, al adyuvante agonista de IL-21/IL-21R. Alternativamente, estas
secuencias de acidos nucleicos pueden ser transducidas en cepas de vacuna alternativas del microorganismo
patégeno, y tras la expresion in vivo pueden proporcionar el antigeno de la vacuna.

En otras realizaciones, la divulgacién proporciona una composicion, por ejemplo, una composicién farmacéutica,
para el tratamiento o mejora de un céncer, y un método de adyuvante de una "vacuna" contra el cancer, en un
portador farmacéuticamente aceptable. Una vacuna contra el cancer puede comprender un antigeno expresado en
la superficie de un cancer o una célula tumoral. Este antigeno puede estar naturalmente presente en la célula
cancerigena. Alternativamente, la célula cancerigena puede manipularse ex vivo y transfectarse con un antigeno
seleccionado, que luego expresa cuando se introduce en el paciente. Una composicion farmacéutica de ejemplo
descrita en este documento puede contener un antigeno de cancer o de una célula tumoral (ya sea solo como
proteina, fragmento biol6gicamente activo de la misma o acido nucleico que la codifica), o una célula, por ejemplo
una célula cancerigena transfectada con el antigeno de células tumorales o del cancer, en combinacién con un
agonista de IL-21/IL-21R (por ejemplo, un agonista como se describe en este documento, un fragmento del mismo o
un acido nucleico que codifica el mismo). En una realizacion, la coadministracion del agonista de JL-21/IL-21R con el
antigeno de células tumorales mejora la actividad de células efectoras de células T CD8+ del antigeno de células
tumorales.

Los métodos para producir las composiciones antes mencionadas, por ejemplo, composiciones de vacunas, también
estan abarcados por la presente divulgacion

Los siguientes términos se usan indistintamente en este documento: "MU-1" e "IL-21R", y péptidos, polipéptidos y
proteinas.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado que cominmente entiende por un experto en el arte al que pertenece esta invencion. Aunque se
pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento en la practica o
prueba de la invencién, se describen a continuacion métodos y materiales apropiados. Ademas, los materiales,
métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitativos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripciéon detallada y las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A representa la secuencia de ADNc de longitud completa de IL-21R/MU-1 murina. La secuencia de
nucledtidos corresponde a los nucleédtidos 1-2628 de SEQ ID NO: 9.

Las figuras 2A-2B representan las secuencias de aminodcidos de IL-21R/MU-1 murina y humana. La figura 2A
representa la secuencia de aminodacidos de IL-21R/MU-1 murina (correspondiente a los aminoéacidos 1-529 de SEQ
ID NO:10). Existe una secuencia lider pronosticada en los aminoacidos 1-19, que fue pronosticada por Susan con
una puntuacion de 10.1 (tipo negrita). Existe un dominio transmembrana pronosticado en los aminoacidos 237-253
de SEQ ID NO:10 (subrayado). Los motivos de sefalizacién pronosticados incluyen las siguientes regiones: Caja 1:
aminoacidos 265-274 y Caja 2: aminoacidos 310-324 (en negrita y subrayado); Seis tirosinas estan situadas en las
posiciones de aminoacidos 281, 319, 361, 368, 397 y 510 de SEQ ID NO:10. ElI motivo WSXWS (SEQ ID NO: 8) se
localiza en el residuo de aminoacido 214 en el residuo de aminoacido 218 (en el tipo grande, en negrita). Los sitios
potenciales de acoplamiento STAT incluyen los aminoacidos 393-398 y los aminoacidos 510-513 de SEQ ID NO:10.

La figura 2B representa la secuencia de aminoacidos de MU-1 humana (correspondiente a SEQ ID NO:2). La
localizacién de la secuencia sefal pronosticada (aproximadamente los aminoacidos 1-19 de SEQ ID NO:2); motivo
WSXWS (aproximadamente los aminoacidos 213-217 de SEQ ID NO:2); y dominio transmembrana
(aproximadamente los aminoacidos 236-252, 236-253, 236-254, de SEQ ID NO:2 (subrayado)). También se indican
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sitios de unién JAK potenciales, motivos de sefializacion y sitios de acoplamiento STAT. La ubicacién aproximada de
estos sitios esta en caja.

La figura 3 representa la comparacién GAP de secuencias de ADNc de MU-1 humanas y murinas (correspondientes
a los &cidos nucleicos 1-2665 de SEQ ID NO:1 y &cidos nucleicos 1-2628 de SEQ ID NO:9, respectivamente).
HuMU-1 = MU-1 humana, murMU-1 = MU-1 murina. Parametros de brecha: Peso de brecha = 50, Apareamiento
promedio = 10.000, Peso de longitud = 3, Apareamiento erréneo promedio = 0.000. Identidad porcentual = 66.116.

La figura 4 representa una comparacién GAP de la proteina MU-1 humana (correspondiente a los aminoacidos 538
de SEQ ID NO: 2) y la proteina MU-1 murina (correspondiente a los aminoacidos 1-529 de SEQ ID NO:10). Matriz
de sustitucién de aminoacidos BLOSUM62. (Henikoff, S. and Henikoff, J. G. (1992)). Matrices de sustitucién de
aminoacidos a partir de bloques de proteinas (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919). Parametros de brecha =
Peso de brecha: 8, Apareamiento promedio = 2,9 12, Peso de longitud = 2, Apareamiento erréneo promedio = -
2.003. Identidad porcentual = 65.267.

La figura 5 representa una alineacién de secuencias mdltiples de los aminoacidos de MU-1 humana
(correspondiente a SEQ ID NO: 2), MU-1 murina (correspondiente a SEQ ID NO:10) y cadena de IL2beta humana
(No. de acceso GENbank M26062). Los dominios lider y transmembrana estan subrayados. Los motivos del mddulo
de receptor de citocinas conservadas estan indicados por el tipo de negrita. Las posibles regiones de senalizacion se
indican mediante subrayado y tipo de negrita.

La figura 6 representa la sefializacion a través de MU-1. MU-1 fosforila STAT 5 en clones E7 EPO-MU-1 quimera. En
las condiciones especificadas en el ejemplo 3, la sefalizacion a través de MU-1 dio como resultado la fosforilacion
de STAT 5 en todos los puntos temporales probados. El tratamiento de los controles o de las células BAF-3
quiméricas con IL-3 dio como resultado la fosforilacién de STAT 3, pero no STAT 1 0 5.

Las figuras 7A-7B representan una alineacién de las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos del monémero de
IL-21R humana (correspondiente a los aminoacidos 20-235 de SEQ ID NO: 2) fusionada en el terminal amino a la
secuencia lider de abeja melifera y etiquetas His6 (aminoacidos 1-44 de SEQ ID NO:23). Las secuencias de
nucledtidos y de aminoacidos se muestran como SEQ ID NO:22 y SEQ ID NO:23, respectivamente.

Las figuras 8A-8C representan una alineacién de las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos del dominio
extracelular de IL-21R humana (correspondiente a los aminoacidos 1-235 de SEQ ID NO: 2) fusionada en el extremo
C através de un enlazador (correspondiente a los aminoacidos 236-243 de SEQ ID NO: 25) a la secuencia Fc de G1
de inmunoglobulina (IgG1) humana (correspondiente a los aminodcidos 244-467 de SEQ ID NO: 25). Las
secuencias de nucledtidos y de aminoacidos se muestran como SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO: 25, respectivamente.

Las figuras 9A-9C representan una alineacién de las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos del dominio
extracelular de IL-21R humana (correspondiente a los aminoécidos 1-235 de SEQ ID NO: 2) fusionada en el extremo
C a través de un enlazador (correspondiente a los aminodcidos 236-243 de SEQ ID NO:27) a la secuencia Fc de G1
de la inmunoglobulina (IgG1) humana (correspondiente a los aminoacidos 244-467 de SEQ ID NO:27), y etiqueta de
secuencia His6 (correspondiente a los aminodcidos 468-492 de SEQ ID NO:27). Las secuencias de nuclebtidos y de
aminodcidos se muestran como SEQ ID NO:26 y SEQ ID NO:27, respectivamente.

Las figuras 10A-10C representan una alineaciéon de las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos del dominio
extracelular de IL-21R humana (correspondiente a los aminoacidos 1-235 de SEQ ID NO: 2) fusionada en el extremo
C através de un enlazador (correspondiente a los aminoacidos 236-243 de SEQ ID NO:29) a la secuencia Fc de G1
de la inmunoglobulina (IgG1) humana (correspondiente a los aminoacidos 244-467 de SEQ ID NO:29) a la
secuencia mutada de Fc de G1 de la inmunoglobulina (IgG1) humana. La secuencia de Fc humana ha sido mutada
en los residuos 254 y 257 a partir de una secuencia de tipo salvaje para reducir la unién del receptor de Fc. Las
secuencias de nucledtidos y de aminoacidos se muestran como SEQ ID NO:28 y SEQ ID NO:29, respectivamente.

Las figuras 11A-11B representan una alineacion de las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos del dominio
extracelular de IL-21R humana (correspondiente a los aminoacidos 1-235 de SEQ ID NO:2) fusionada en el extremo
C a una etiqueta de secuencia de rodopsina. Las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos se muestran como
SEQ ID NO:30 y SEQ ID NO:31, respectivamente.

Las figuras 12A-12C representan una alineacion de las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos del dominio
extracelular de IL-21R humana (correspondiente a los aminoécidos 1-235 de SEQ ID NO: 2) fusionada en el extremo
C a un sitio de escision de EK y region de Fc IgG1 mutada (correspondiente a los aminoacidos 236-470 de SEQ ID
NO:33). Las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos se muestran como SEQ ID NO:32 y SEQ ID NO:33,
respectivamente.

Las figuras 13A-13B representan una alineacion de las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos del dominio
extracelular de IL-21R murina fusionado en el extremo C a inmunoglobulina G2a (IgG2a) de ratén. Las secuencias
de nucleétidos (gendmicas) y de aminoacidos se muestran como SEQ ID NO:34 y SEQ ID NO:35, respectivamente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2629395 T3

Las figuras 14A-14B representan una alineacion de las secuencias de nucle6tidos y de aminoacidos del dominio
extracelular de IL-21R murina fusionadas en el extremo C-terminal con las etiquetas de secuencias Flag y His6. Las
secuencias de nucleotidos (gendémicas) y de aminoacidos se muestran como SEQ ID NO:36 y SEQ ID NO:37,
respectivamente.

Las figuras 15A-15B representan una alineacion de las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos del dominio
extracelular de IL-21R murina (lider de abejas meliferas) fusionadas en el extremo C con las etiquetas de
secuencias Flag y His6. Las secuencias de nucleétidos (gendmicas) y de aminoacidos se muestran como SEQ ID
NO:38 y SEQ ID NO:39, respectivamente.

La figura 16 es un cronograma que resume los programas de tratamiento profilactico, terapéutico y semi-terapéutico
para los experimentos usando modelos de ratdn de artritis inducida por colageno (CIA).

La figura 17 es un gréfico que representa los efectos de mulL21RFc (200 pg/ratdn 3x/semana) sobre un ratéon con
CIA semi terapéutico en funcién de los dias posteriores al tratamiento. Se uso6 Ig de raton (200 pg/ratén 3x/semana)
como control.

La figura 18 es un grafico que representa los efectos de la IL-21 murina en la puntuaciéon media de CIA en funcion de
los dias posteriores al refuerzo del colageno. A los ratones se les inyectd 1 ug de IL21 murina por via intraperitoneal
al presentar una puntuacién total del cuerpo de 2-4.

La figura 19, paneles A-B, son fotografias que muestran una mayor expresién del ARNm de IL-21R en patas
artriticas de ratones con CIA (panel A) en comparacion con controles negativos (panel B).

Las figuras 20A-20C son graficos de barras que representan el nivel y la actividad bioldgica de IL-21 secretada por
células B16F1 y MethA transducidas con IL-21. La figura 20A muestra el nivel de secrecion de IL-21 por células
tumorales transducidas. La figura 20 (B, C) son graficos de barras que representan la actividad biol6gica de IL-21
secretada por células tumorales transducidas. Los esplenocitos naive de ratones ya sea C57BL/6 (B) o Balb/C (C)
se estimularon durante 72 horas con las concentraciones indicadas de células tumorales singénicas irradiadas. Los
cultivos se suplementaron con una cantidad subodptima de mAb anti-CD3 y anti-CD28 en placas de 96 pozos. Se
adicioné 3H timidina, durante las Ultimas 6 horas de cultivo.

Las figuras 21A-21C son gréficos que representan las caracteristicas de crecimiento in vitro de las células tumorales
transducidas y la evaluaciéon de la expresion de IL-21R. Las figuras 21A y 21B representan el nimero de células
tumorales B16F1-IL-21 y B16F1-GFP o MethA-IL-21 y MethA-GFP, respectivamente, con respecto al tiempo en
cultivo. La figura 21C es un grafico de barras que representa la expresion de ARNm de IL-21R en las células
transfectadas, se normaliz6 a los valores de ciclofilina y se expres6 como una unidad relativa (R.U.).

Las figuras 22A-22B son gréficos lineales que representan las caracteristicas de crecimiento in vivo de las células
tumorales transducidas. Se inyectaron células tumorales que expresan IL-21 o GFP en ratones naive singénicos
como se indica. El tamafo del tumor se puntué multiplicando diametros perpendiculares y se promedié para todos
los ratones en cada grupo. (A) Crecimiento tumoral en ratones C57BL/6 que se inyectaron con 10° de células
B16F1-IL-21 o GFP. (B) Crecimiento tumoral en ratones Balb/C que se inyectaron con ya sea 1x10% o 2x108 de
células MethA-IL-21 o MethA-GFP.

Las figuras 23A-23B son graficos lineales que representan los cambios en el crecimiento tumoral de B16F1-IL-21 en
ratones scid y desnudos con respecto al numero de dias después de la inyeccion de células B16F1-IL-21. Se
inyectaron células tumorales B16F1-IL-21 y B16F1-GFP (105ratén) en ratones C57BL/6 scid (A) o C57BL/6
desnudos (B). El tamario del tumor se monitorizé dos veces por semana.

Las figuras 24A-24B son graficos lineales que representan el crecimiento de células B16F1-IL-21 in vivo en ratones
suprimidos de células T CD4+, CD8+ o NK. A) C57BL/6 se suprimieron de células T CD4+ o CD8+ mediante tres
inyecciones consecutivas de mAb anti-CD4 o anti-CD8 en los dias -3,-2 y -1 antes de la inyeccién de células
tumorales y cada dos dias después de B16F1-IL- 21 y la inyeccién de células tumorales B16F1-GFP. (Se usé IgG de
rata como control de isotipo). B) C57BL/6 se suprimieron de células NK mediante una inyeccion de GM1 Ab anti-
asialo el dia -1 antes de la inyeccion de células tumorales y dos veces por semana después de la inyeccién de
células 10° B16F1-IL-21 y B16F1-GFP. (se utilizaron IgG de rata o IgG de conejo como controles de isotipo para la
deplecion de células T y NK, respectivamente). El tamafo del tumor se monitorizé6 dos veces por semana como se
describe en la figura 23.

Las figuras 25A-25C son graficos que muestran respuestas de células T especificas de TRP-2 en ratones inyectados
con B16F1-IL-21. (A) Se estimularon nimeros iguales de esplenocitos (2-4 x 10°) de ratones inyectados con ya sea
B16F1-IL-21 o B16F1-GFP con 5 pug/ml de péptido de TRP-2 en presencia de 20 U de IL-2 en una placa ELISPOT
prerrecubierta con anti-IFNy Ab. Después de 24 horas, se desarrollé la placa y se contaron unidades de formacion
de manchas. Los resultados se expresan como el nimero de unidades formadoras de manchas/millones de
esplenocitos (SPU/millones de esplenocitos). (B) Actividad citolitica de esplenocitos de ratones inyectados B16F1-IL-
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21 o (C) B16F1-GFP control se probaron contra células RMA-S pulsadas con TRP-2 o péptido OVA (control). La
actividad citolitica se midi6 por ensayo estandar de liberacién de Cr%' de 4 h.

Las figuras 26A-26B son graficos lineales que representan el crecimiento in vivo de células B16F1-IL-21 en ratones
IFN v" y EL-10". (A) Se inyectaron ratones con IFNy” o (B) ratones EL-10"- con 10° de las células tumorales ya sea
B16F1-IL-21 0 B16F1-GFP y se monitorizé el crecimiento del tumor dos veces por semana.

Las figuras 27A-27B son graficos de barras que representan la expresion de IL-21R e IL-21 por células T CD8+
naive. Las células T CD8+/CD62L+ se clasificaron a partir de LN de ratones 2C TCR Tg y se estimularon con anti-
CD3 (2.5 ug/ml de unido a la placa), IL-21 (12.5 ng/ml) o anti-CD28 (7.5 ug/ml unido a la placa). En los momentos
indicados, las células se cosecharon, se prepar6 ARN y se realiz6 el andlisis de RPA. Las muestras se cuantificaron
mediante andlisis de fosfoimagenes con respecto a un control interno. (A) Cuantificacion de pixeles RPA para
bandas IL-21R. (B) Cuantificacion de pixeles RPA para bandas IL-21.

Las figuras 28A-28D son gréficos lineales que representan los efectos de IL-21 sobre la proliferacion de células T
CD8+. (A) IL-21 aumenta la estimulacion antigénica de células T CD8+. Las células T CD8+ 2C purificadas se
estimularon durante 72 horas con esplenocitos Balb/c irradiados a una proporcién APC: T de 5:1 con la cantidad
indicada de IL-21 o dilucién equivalente de sobrenadante transfectado simulado (experimento representativo, n=5).
(B) Efecto de IL-21 frente a IL-2, IL-12, IL-15 sobre la estimulacién de antigenos. Células T 2C fueron estimuladas
con proporcion 3:1 T-suprimida APC:T y la concentracion indicada de citocinas (n=3). (C) IL-21 actda directamente
sobre células T CD8+ para mejorar especificamente la proliferacion. Las células T CD8+ 2C se estimularon en
placas recubiertas con anti-CD3 (2.5ug/ml) con el titulo indicado de IL-21 +/- mIL-21R.Fc (20ug/ml) (n=3). (D) Efecto
de IL-21 frente IL-2, IL-12, IL-15 sobre la estimulacion con mAb anti-CD3 (5ug/ml unido a la placa).

Las figuras 29A-29C son graficos que muestran los efectos de IL-21 sobre el desarrollo de las funciones efectoras
de células T CD8+. (A) IL-21 mejora la generacion de CTL. Se estimularon células T 2C con APC irradiadas (APC:T)
e IL-2 (10 U/ml), IL-21 (titulo) o la dilucion equivalente de sobrenadante simulado durante 4 dias, luego se lavaron,
se contaron y se establecieron en un ensayo CTL de 4 h, usando P815 marcado con 51-Cr como dianas especificas
(experimento representativo, n=3). (B) IL-21 es comparable a IL-12, IL-15 para inducir actividad litica a partir de
células T CD8+. Se estimularon las células T CD8+ 2C y se ensay6 la actividad de CTL como en (A) usando IL-2 (5
ng/ml), IL-15 (50 ng/ml), IL-12 (5 ng/ml), IL-21 (25 ng/ml). (C) IL-21 durante el cebado dio como resultado una mayor
capacidad para producir IFNg. Las células T 2C se estimularon como se indica en (B) durante 5 dias, luego se
lavaron y se volvieron a estimular para placas recubiertas con anti-CD3 (1 ug/ml). Los ELISA de IFNg se realizaron
en sobrenadantes de 40 horas.

Descripcién detallada de la invencion

Se describen, los métodos y composiciones para la modulacion de la actividad del receptor de interleucina-21 (IL-
21)/IL-21 (MU-1) utilizando agonistas o antagonistas de IL-21 o del receptor de IL-21 (“IL-21R” o “MU-1"). Los
antagonistas de IL-21/IL-21R se pueden usar para inducir supresion inmune in vivo, por ejemplo, para tratar o
prevenir patologias asociadas con células inmunes (por ejemplo, patologias asociadas con actividad aberrante de
una 0 mas células T maduras (células T CD8+ maduras, CD4+ maduras), células NK maduras, células B,
macréfagos y megacariocitos, incluyendo rechazo de trasplantes y trastornos autoinmunes). Los agonistas de IL-
21/IL-21R se pueden usar solos o en combinacion con un antigeno, por ejemplo, como un adyuvante (por ejemplo,
un adyuvante de vacuna), para inducir la expresion de una respuesta inmune in vivo, por ejemplo, para uso en el
tratamiento del cancer y de los trastornos infecciosos.

En una realizacion, los solicitantes han demostrado que una reducciéon de la actividad de IL-21R usando una
proteina de fusion neutralizante que incluye el dominio extracelular de la IL-21R fusionada a una regi6on de
inmunoglobulina Fc mejora los sintomas inflamatorios en modelos animales de artritis inducida con colageno (CIA)
en raton (Ejemplo 7). La expresion del ARNm de IL-21R se aumenta en las patas de ratones con CIA (Ejemplo 8).
De acuerdo con lo anterior, se pueden usar agentes de union a IL-21R que antagonizan la actividad de IL-21/IL-21R
para inducir supresién inmune in vivo, por ejemplo, para tratar o prevenir patologias asociadas con células inmunes
(por ejemplo, patologias asociadas con actividad aberrante de uno o mas de células T (células T CD8+, CD4+),
células NK, células B, macréfagos y megacariocitos, incluyendo rechazo de trasplantes y trastornos autoinmunes.

En otras realizaciones, los solicitantes han demostrado que el agente de unién a IL-21R agonista estimula,
principalmente a través de la estimulacién de células T CD8+, inmunidad innata y adaptativa in vivo contra células
tumorales inmunogénicas y no inmunogénicas (Ejemplo 9). De acuerdo con lo anterior, los agentes de unién que
estimulan la via de IL-21/IL-21R se pueden usar solos 0 en combinaciéon con un antigeno, por ejemplo, como un
adyuvante (por ejemplo, un coadyuvante de vacuna), para inducir la expresién de una respuesta inmune in vivo, por
ejemplo, para uso en el tratamiento de cancer y trastornos infecciosos.

Con el fin de que la presente invencion se pueda entender més facilmente, se definen en primer lugar ciertos
términos. Definiciones adicionales se exponen a lo largo de la descripcion detallada.
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El término "MU-1", "proteina MU-1", "receptor de interleucina-21" o "IL-21R", como se usa en este documento, se
refiere a un receptor de la familia de citocinas clase |, también conocido como NILR (WO 01/85792; Parrish-Novak et
al. (2000) Nature 408:57-63; Ozaki et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:11439-114444). MU-1 es homologa a
la cadena B compartida de los receptores de IL-2 e IL-15, e IL-4a (Ozaki et al. (2000) supra). Tras la union del
ligando, IL-21R/MU-1 es capaz de interactuar con una cadena comun de receptores de citocinas v (yc) (Asao et al.
(2001) J. Immunol. 167:1-5), e inducir la fosforilacion de STAT1 y STAT3 (Asao et al. (2001) o STAT5 (Ozaki et al.
(2000). MU-1 muestra distribucién de tejido linfoide generalizado. El término "MU-1" se refiere a un receptor
(preferiblemente de mamifero, por ejemplo, origen murino o humano) que es capaz de interactuar con, por ejemplo,
la unién a IL-21 (preferiblemente de IL-21 de mamifero, por ejemplo, murina o0 humana) y que tiene una de las
siguientes caracteristicas: (i) una secuencia de aminodacidos de un polipéptido de IL-21R/MU-1 de MU-1 de
mamifero de origen natural o un fragmento de la misma, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos mostrada como
SEQ ID NO: 2 (humana) o SEQ ID NO:10 (murina) o un fragmento de la misma; (ii) una secuencia de aminoacidos
sustancialmente homéloga a, por ejemplo, al menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% homodloga a, una secuencia de
aminodcidos mostrada como SEQ ID NO: 2 (humana) o SEQ ID NO: 10 (murina) o un fragmento de la misma; (iii)
una secuencia de aminoacidos que esta codificada por una secuencia de nucleoétidos IL-21R/MU-1 de mamifero de
origen natural o un fragmento de la misma (por ejemplo, SEQ ID NO:1 (humana) o SEQ ID NO:9 (murina) o un
fragmento de la misma); (iv) una secuencia de aminodcidos codificada por una secuencia de nucleétidos que es
sustancialmente homéloga a, por ejemplo, al menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% homobloga a, una secuencia de
nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1 (humana) o SEQ ID NO:9 (murina) o un fragmento de la misma; (v) una
secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleétidos degenera a una secuencia de nucleétidos de
IL-21R/MU-1 de origen natural o un fragmento de la misma, por ejemplo, SEQ ID NO:1 (humana) o SEQ ID NO:9
(murina) o un fragmento de la misma; o (vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con una de las secuencias
de secuencia de nucleétidos anteriores en condiciones estrictas, por ejemplo, condiciones altamente estrictas.

La IL-21R/MU-1 es de origen mamifero, preferiblemente, humano. La secuencia de nucleétidos y la secuencia de
aminodcidos pronosticada de IL-21R/MU-1 humana se muestran en SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2,
respectivamente. El andlisis de la secuencia de aminoédcidos de la IL-21R/MU-1 humana (SEQ ID NO: 2, Figura 2B)
revel6 las siguientes caracteristicas estructurales: una secuencia lider desde aproximadamente (aproximadamente
los aminoédcidos 1-19 de SEQ ID NO: 2 (Figura 2B)); motivo WSXWS (aproximadamente los aminoacidos 213-217
de SEQ ID NO: 2); dominio transmembrana (aproximadamente los aminoacidos 236-252 de SEQ ID NO: 2 (Figura
2B)); un dominio extracelular desde aproximadamente los aminoacidos 1-235 de SEQ ID NO: 2; y un dominio
intracelular desde aproximadamente 253-538 de SEQ ID NO: 2. Se cree que la IL-21R/MU-1 humana madura tiene
la secuencia de aminodcidos 20-538 de SEQ ID NO: 2.

El ADNc de IL-21R/MU-1 se depositd en the American Type Culture Collection el 10 de marzo de 1998, como
numero de acceso ATCC 98687.

Se puede usar cualquier forma de proteinas IL-21R/MU-1 de longitud inferior a la completa en los métodos y
composiciones de la presente divulgacién siempre y cuando mantenga la capacidad de unirse a un polipéptido de IL-
21. Las proteinas TL-21R/MU-1 de longitud inferior a la completa, por ejemplo, IL-21R soluble, se pueden producir
expresando un fragmento correspondiente del polinucleétido que codifica la proteina MU-1 de longitud completa en
una célula huésped. Estos fragmentos de polinucleétidos correspondientes también son parte de la presente
divulgacion. Los polinucleétidos modificados como se han descrito anteriormente se pueden preparar mediante
técnicas de biologia molecular convencionales, incluyendo la construccion de mutantes de delecion deseados
apropiados, métodos de mutagénesis dirigida a un sitio o mediante la reaccién en cadena de la polimerasa usando
cebadores de oligonucle6tidos apropiados.

Como se usa en este documento, un “polipéptido de IL-21R/MU-1” soluble es un polipéptido de IL-21R/MU-1 incapaz
de anclarse en una membrana. Tales polipéptidos solubles incluyen, por ejemplo, polipéptidos de MU-1 o IL-21R que
carecen de una porcion suficiente de su dominio que abarca la membrana para anclar el polipéptido o estan
modificados de tal manera que el dominio que abarca la membrana no es funcional. Por ejemplo, un fragmento
soluble de una IL-21R (por ejemplo, un fragmento de una IL-21R que comprende el dominio extracelular de IL-21R
murina o humana incluye una secuencia de aminoacidos desde aproximadamente los aminoacidos 1-235, 1-236, 20-
235, 20-236 de SEQ ID NO:2 (humana), o desde aproximadamente los aminoacidos 1-236, 20-236 de SEQ ID
NO:10 (murina). Un polipéptido de IL-21R/MU-1 soluble puede incluir adicionalmente, por ejemplo, ser fusionado a,
una segunda unidad estructural, por ejemplo, un polipéptido (por ejemplo, una cadena de inmunoglobulina, una
secuencia de polipéptido GST, Lex-A o MBP). Por ejemplo, una proteina de fusién puede incluir al menos un
fragmento de un polipéptido de IL-21R, que es capaz de unir IL-21, por ejemplo, un fragmento soluble de una IL-21R
(por ejemplo, un fragmento de una IL-21R que comprende el dominio extracelular de IL-21R murina o humana; por
ejemplo, desde aproximadamente los aminoacidos acidos 1-235, 1-236, 20-235, 20-236 de SEQ ID NO:2 (humana),
o desde aproximadamente los aminoacidos 1-236, 20-236 de SEQ ID NO:10 (murina), fusionado a una segunda
unidad estructural, por ejemplo, un polipéptido (por ejemplo, una cadena de inmunoglobulina, un fragmento Fc, unas
regiones constantes de cadena pesada de los diversos isotipos, incluyendo: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1,
IgA2, IgD, e IgE).
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El término "interleucina-21" o "IL-21" se refiere a una citocina que muestra homologia de secuencia con IL-2, IL-4 e
IL-15 (Parrish-Novak et al. (2000) Nature 408:57-63). A pesar de la baja homologia de secuencias entre las citocinas
interleucinas, las citocinas comparten un pliegue comun en una estructura de "haz de cuatro hélices" que es
representativa de la familia. Se expresa principalmente en células T CD4+ activadas, y se ha informado que tiene
efectos sobre las células NK, B y T (Parrish-Novak et al. (2000) supra; Kasaian, M.T. et al. (2002) supra). lI-21 se
une a IL-21R (también denominado en este documento como MU-1 y NILR). Tras la unién a IL-21, la activacion de
IL-21R conduce a la sefnalizacién statb o stat3 (Ozaki et al. (2000) supra). El término "IL-21" o "polipéptido IL-21" se
refiere a una proteina (preferiblemente de mamifero, por ejemplo, de origen murino 0 humano) que es capaz de
interactuar con, por ejemplo, la unién a, IL-21R (preferiblemente de mamifero, por ejemplo, IL-21 murina o humana)
y que tiene una de las siguientes caracteristicas: (i) una secuencia de amino&cidos de una IL-21 de mamifero de
origen natural o un fragmento de la misma, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:
19 (humana) o un fragmento de la misma; (ii) una secuencia de aminoacidos sustancialmente homéloga a, por
ejemplo, al menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% homdloga a, una secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID
NO:19 (humana) o un fragmento de la misma; (iii) una secuencia de aminoacidos que esta codificada por una
secuencia de nucleétidos de IL-21 de mamifero de origen natural o un fragmento de la misma (por ejemplo, SEQ ID
NO:18 (humana) o un fragmento de la misma); (iv) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de
nucleétidos que es sustancialmente homéloga a, por ejemplo, al menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% homéloga a,
una secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:18 (humana) o un fragmento de la misma; (v) una
secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleétidos degenera a una secuencia de nucle6tidos de
IL-21 de origen natural o un fragmento de la misma, por ejemplo, SEQ ID NO:19 (humana) o un fragmento de la
misma; o (vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con una de las secuencias de secuencia de nucleétidos
anteriores en condiciones estrictas, por ejemplo, condiciones altamente estrictas.

La expresién "una actividad biolégica de” un polipéptido de MU-1 o IL-21R se refiere a una o mas de las actividades
biol6gicas de la correspondiente proteina MU-1 madura, incluyendo, pero sin limitarse a, (1) la interaccion con, por
ejemplo, la unién a, un polipéptido de IL-21; (2) asociacion con moléculas de transduccién de sefal, por ejemplo, yc,
jak1; (3) estimulacion de la fosforilacién y/o activacion de las proteinas stat, por ejemplo, stat 5 y/o stat3, y/o (4)
modulacion, por ejemplo, estimulaciéon o disminucion, proliferacion, diferenciacion, funcion de células efectoras,
actividad citolitica, secrecion de citocinas y/o supervivencia de células inmunes, por ejemplo, células T (células T
CD8+, CD4+), células NK, células B, macréfagos y megacariocitos).

Como se usa en este documento, un "agonista de IL-21/IL-21R", que es util en el método de la divulgacion, se refiere
a un agente que potencia, induce o mejora de otra manera una o actividades biolégicas de un polipéptido de IL-
21R/MU-1. Preferiblemente, el agonista interacttia con, por ejemplo, se une a, un polipéptido de IL-21R/MU-1.

Como se usa en este documento, un "antagonista de IL-21/IL-21R", que es util en el método de la divulgacion, se
refiere a un agente que reduce, inhibe o disminuye de otra manera una o actividades bioldgicas de un polipéptido de
IL-21R/MU-1. Preferiblemente, el antagonista interactia con, por ejemplo, se une a, un polipéptido IL-21R/MU-1. El
antagonismo usando un antagonista de IL-21/IL-21R no indica necesariamente una eliminacién total de la actividad
biol6gica del polipéptido de IL-21R/MU-1.

Como se usa en este documento, una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un agonista o antagonista de IL-21/IL-
21R se refiere a una cantidad de un agente que es eficaz, tras la administracion de dosis Unica o multiple a un
sujeto, por ejemplo, un paciente humano, al curar, reducir la gravedad de, mejorar uno o mas sintomas de un
trastorno o en prolongar la supervivencia del sujeto més alla de lo esperado en ausencia de tal tratamiento.

Como se usa en este documento, una “cantidad profilacticamente eficaz” de un agonista o antagonista de IL-21/IL-
21R se refiere a una cantidad de un agonista o antagonista de IL-21/IL-21R que es eficaz, tras la administracion de
dosis Unica o multiple a un sujeto, por ejemplo, un paciente humano, para prevenir o retrasar la aparicion de la
aparicién o reaparicion de un trastorno, por ejemplo, un trastorno como se describe en este documento.

El término "inducir", "inhibir", "potenciar", "elevar", "aumentar", "disminuir" o similares, por ejemplo, que denotan
diferencias cuantitativas entre dos estados, se refieren al menos a diferencias estadisticamente significativas entre
los dos estados.

El término "en combinacién" en este contexto significa que los agentes se dan sustancialmente al mismo tiempo, ya
sea simultanea o secuencialmente. Si se administra secuencialmente, al comienzo de la administracion del segundo
compuesto, el primero de los dos compuestos es preferiblemente todavia detectable a concentraciones efectivas en
el sitio de tratamiento.

Como se usa en este documento, una "proteina de fusion” se refiere a una proteina que contiene dos o mas
fracciones asociadas operativamente, por ejemplo, enlazadas, unidades estructurales, por ejemplo, unidades
estructurales proteinas. Preferiblemente, las unidades estructurales estan asociadas covalentemente. Las unidades
estructurales se pueden asociar directamente o conectarse a través de un espaciador o un enlazador.

Como se usa en este documento, el término "anticuerpo” se refiere a una proteina que comprende al menos una, y
preferiblemente dos, regiones variables de cadena pesada (H) (abreviadas en este documento como VH), y al
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menos una y preferiblemente dos, (En abreviatura en este documento como VL). Las regiones VH y VL se pueden
subdividir ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas "regiones determinantes de complementariedad"
("CDR"), intercaladas con regiones mas conservadas, denominadas "regiones del marco" (FR). La extension de la
region del marco y las CDR se ha definido con precisién (véase, Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242,
and Chothia, C. et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917.Cada VH y VL se compone de tres CDR y cuatro FR,
dispuestas desde el extremo amino hasta el extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4.

El anticuerpo puede incluir adicionalmente una regiéon constante de cadena pesada y ligera, para formar asi una
cadena de inmunoglobulina pesada y ligera, respectivamente. En una realizacion, el anticuerpo es un tetramero de
dos cadenas de inmunoglobulina pesada y dos cadenas ligeras de inmunoglobulina, en el que las cadenas de
inmunoglobulina pesada y ligera estan interconectadas por, por ejemplo, enlaces disulfuro. La regiéon constante de la
cadena pesada comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3. La regién constante de la cadena ligera esta compuesta
por un dominio, CL. La region variable de las cadenas pesada y ligera contiene un dominio de unién que interactia
con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos median por lo general la unién del anticuerpo a tejidos
o factores huésped, incluyendo diversas células del sistema inmune (por ejemplo, células efectoras) y el primer
componente (Clq) del sistema clasico del complemento.

Como se usa en este documento, el término “inmunoglobulina” se refiere a una proteina que consiste en uno 0 mas
polipéptidos codificados sustancialmente por genes de inmunoglobulina. Los genes reconocidos de la
inmunoglobulina humana incluyen los genes de la regién constante kappa, lambda, alfa (IgA1 y IgA2), gamma (IgG1,
1gG2, IgG3, 1gG4), delta, epsilon y mu, asi como los genes de la regién variable de la inmunoglobulina miriada. Las
“cadenas ligeras” de inmunoglobulina de longitud completa (aproximadamente 25 Kd o 214 aminoacidos) estan
codificadas por un gen de region variable en el extremo de NH2 (aproximadamente 110 aminoacidos) y un gen de
region constante kappa o lambda en el extremo de COOH. Las “cadenas pesadas” de inmunoglobulina de longitud
completa (aproximadamente 50 Kd o 446 aminoacidos), estan codificadas de forma similar por un gen de region
variable (aproximadamente 116 aminodcidos) y uno de los otros genes de regién constante mencionados
anteriormente, por ejemplo, gamma (que codifica aproximadamente 330 aminoacidos).

Como se usa en este documento, "isotipo" se refiere a la clase de anticuerpos (por ejemplo, IgM o IgG1) que esta
codificada por genes de regidén constante de cadena pesada.

El término "fragmento de unién al antigeno" de un anticuerpo (o simplemente "porcion de anticuerpo”, o
"fragmento"), tal como se usa en este documento descriptiva, se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo de
longitud completa que conservan la capacidad de unir a un antigeno (por ejemplo, CD3). Ejemplos de fragmentos de
unién abarcados dentro del término "fragmento de unién al antigeno”, de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento
Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab’)z, un
fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; (iii) un
fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de
un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en un
dominio VH; y (vi) una regién aislada determinante de la complementariedad (CDR). Ademads, aunque los dos
dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados, se pueden unir, utilizando métodos
recombinantes, mediante un enlazador sintético que les permite fabricarse como una Unica cadena de proteina en la
que el par de las regiones VL y VH se unen para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena
sencilla (scFv), véase, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad
Sci. USA 85:5879-5883). Tales anticuerpos de cadena sencilla también estan destinados para ser abarcados dentro
del término "fragmento de unién al antigeno" de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen usando
técnicas convencionales conocidas para los expertos en el arte, y los fragmentos se seleccionan para su utilidad de
la misma manera que los anticuerpos intactos.

También son parte de esta solicitud secuencias similares o0 homaélogas (por ejemplo, al menos aproximadamente
85% de identidad de secuencia) a las secuencias descritas en este documento. En algunas realizaciones, la
identidad de secuencia puede ser desde aproximadamente 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
0 mas. Alternativamente, existe identidad sustancial cuando los segmentos de é&cido nucleico se hibridaran en
condiciones de hibridacion selectiva (por ejemplo, condiciones de hibridacion altamente estrictas), con el
complemento de la hebra. Los &cidos nucleicos pueden estar presentes en células enteras, en un lisado celular, o en
una forma parcialmente purificada o sustancialmente pura.

Los calculos de "homologia" o "identidad de secuencia" entre dos secuencias (los términos se usan indistintamente
en este documento) se llevan a cabo de la siguiente manera. Las secuencias se alinean para fines de comparacién
optima (por ejemplo, se pueden introducir brechas en uno o ambos de una primera y segunda secuencias de
aminoacidos o de &cidos nucleicos para la alineacion oOptima y las secuencias no homodlogas pueden ser
descartadas para fines de comparacion). En una realizacion preferida, la longitud de una secuencia de referencia
alineada con fines de comparacion es al menos 30%, preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente al menos
50%, incluso mas preferiblemente al menos 60%, € incluso mas preferiblemente al menos 70%, 80%, 90%, 100% de
la longitud de la secuencia de referencia. A continuacién, se comparan los residuos de aminoacidos o los
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nucleétidos en las correspondientes posiciones de aminoacidos o posiciones de nucleétidos. Cuando una posicion
en la primera secuencia estd ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucleédtido que la posicion
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion (como se usa en
este documento, la "identidad" de aminoacido o acido nucleico es equivalente a "homologia" de aminoacido o acido
nucleico). El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de brechas y la longitud de cada brecha, que
necesitan ser introducidos para una alineacién 6ptima de las dos secuencias.

La comparacion de secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede llevar
a cabo utilizando un algoritmo matematico. En una realizacion preferida, el porcentaje de identidad entre dos
secuencias de aminodcidos se determina usando el algoritmo Needleman and Wunsch ((1970) J. Mol. Biol. 48:444-
453) que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en
http://www.gcg.com), utilizando ya sea una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso de brecha de 16, 14,
12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 0 6. En incluso otra realizacién preferida, el porcentaje de
identidad entre dos secuencias de nucleétidos se determina usando el programa GAP en el paquete de software
GCG (disponible en http://www.gcg.com), utilizando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de brecha de 40, 50,
60, 70 u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 0 6. Un conjunto de parametros particularmente preferido (y el que
se debe utilizar si el médico no esta seguro de qué parametros deben aplicarse para determinar si una molécula esta
dentro de una identidad de secuencia o una limitacién de homologia de la invencién) es un matriz de puntuacién
Blossum 62 con una penalizacién de brecha de 12, una penalizacién extendida de brecha de 4, y una penalizacion
de brecha de cambio de marco de 5. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos o nucleétidos
también se puede determinar usando el algoritmo de E. Meyers and W. Miller ((1989) CABIOS, 4:11-17) que se ha
incorporado al programa ALIGN (versién 2.0), utilizando una tabla de residuos de peso PAM120, una penalizacién
de longitud de brecha de 12 y una penalizacién de brecha de 4.

Como se usa en este documento, el término "hibrida bajo condiciones estrictas" describe las condiciones para la
hibridacion y el lavado. Las condiciones estrictas son conocidas para los expertos en el arte y se pueden encontrar
en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Métodos acuosos y no
acuosos se describen en esa referencia y cualquiera puede ser usado. Un ejemplo preferido de condiciones de
hibridacion estrictas son la hibridacion en cloruro de sodio 6X/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45°C,
seguido por uno o mas lavados en SSC 0.2X, SDS al 0.1% a 50°C. Otro ejemplo de condiciones de hibridacion
estrictas son la hibridaciéon en SSC 6X a aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas lavados en SSC 0.2X, SDS
al 0.1% a 55°C. Otro ejemplo de condiciones de hibridaciéon estrictas son la hibridacién en SSC 6X a
aproximadamente 45°C, seguido por uno 0 mas lavados en SSC 0.2X, SDS al 0.1% a 60°C. Preferiblemente, las
condiciones de hibridacion estrictas son hibridacion en SSc 6X a aproximadamente 45°C, seguido por uno 0 mas
lavados en SSC 0.2X, SDS al 0.1% a 65°C. Las condiciones altamente estrictas particularmente preferidas (y las
condiciones que deben usarse si el médico no esta seguro de qué condiciones deben aplicarse para determinar si
una molécula esta dentro de una limitacién de hibridacién de la invencién) son fosfato de sodio 0.5 M, SDS al 7% a
65° C, seguido de uno o mas lavados a SSC 0.2X, SDS al 1% a 65°C.

Se entiende que los agonistas y antagonistas de IL-21/IL-21R descritos y/o reivindicados pueden tener sustituciones
adicionales de aminoacidos conservadores 0 no esenciales, que no tienen un efecto sustancial sobre sus funciones.

Una "sustitucién de aminoacidos conservadora" es aquella en la que el residuo de aminoacido se sustituye por un
residuo de aminodcido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoacidos que tienen
cadenas laterales similares se han definido en la técnica. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales
basicas (por ejemplo lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, &cido aspartico, acido
glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina,
tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas
laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

El término "célula huésped recombinante" (o simplemente "célula huésped"), como se usa en este documento, se
pretende que se refiera a una célula en la que se ha introducido un vector de expresién recombinante. Se debe
entender que tales términos pretenden referirse no sé6lo a la célula objeto en particular, sino a la progenie de dicha
célula. Debido a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en generaciones posteriores debido a ya sea mutaciones
o influencias ambientales, tal progenie no puede, de hecho, ser idéntica a la célula madre, pero todavia se incluyen
dentro del alcance del término "célula huésped" como se usa en este documento.

Agonistas y antagonistas de IL-21/IL-21R

En una realizacion, un polipéptido de IL-21R/MU-1 o sus fragmentos activos del mismo se pueden fusionar a una
segunda unidad estructural, por ejemplo, una inmunoglobulina o un fragmento de la misma (por ejemplo, un
fragmento de unién a Fc del mismo). Por ejemplo, las formas solubles de la IL-21R/MU-1 se pueden fusionar a
través de secuencias "enlazadoras" a la porcién Fc de una inmunoglobulina. También se pueden utilizar otras
proteinas de fusion, tales como aquellas con GST, Lex-A o MBP.
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Las proteinas de fusion pueden incluir adicionalmente una secuencia enlazadora que une el fragmento de IL-21 o IL-
21R a la segunda unidad estructural. Por ejemplo, la proteina de fusién puede incluir un enlazador del péptido, por
ejemplo, un enlazador del péptido de aproximadamente 4 a 20, mas preferiblemente, 5 a 10, aminoacidos de
longitud; el enlazador del péptido tiene 8 aminodcidos de longitud. Cada uno de los aminoacidos en el enlazador del
péptido se selecciona del grupo que consiste en Gly, Ser, Asn, Thr y Ala; el enlazador del péptido incluye un
elemento Gly-Ser. En otras realizaciones, la proteina de fusion incluye un enlazador del péptido y el enlazador del
péptido incluye una secuencia que tiene la férmula (Ser-Gly-Gly-Gly-Gly) y en el que,yes 1, 2, 3,4,5,6,7,0 8.

En otras realizaciones, se pueden adicionar secuencias de aminoacidos adicionales al extremo N o C de la proteina
de fusién para facilitar la expresion, deteccion y/o aislamiento o purificacién. Por ejemplo, proteina de fusién de IL-
21/IL-21R se puede unir a una o mas unidades estructurales adicionales, por ejemplo, GST, etiqueta His6, etiqueta
FLAG. Por ejemplo, la proteina de fusion se puede unir adicionalmente a una proteina de fusién GST en la que las
secuencias de la proteina de fusién se fusionan al extremo C de las secuencias de GST (esto es, glutation S-
transferasa). Tales proteinas de fusion pueden facilitar la purificacién de la proteina de fusion MU-1.

En otra realizacién, la proteina de fusion incluye una secuencia sefial heteréloga (esto es, una secuencia de
polipéptido que no esta presente en un polipéptido codificado por un acido nucleico Mu-1) en su extremo N. Por
ejemplo, la secuencia sefial Mu-1 nativa puede ser eliminada y reemplazada por una secuencia sefial de otra
proteina. En ciertas células huésped (por ejemplo, células huésped de mamifero), la expresion y/o la secrecion de
Mu-1 se pueden incrementar mediante el uso de una secuencia sefnal heterdloga.

Una proteina quimérica o de fusién de la divulgacién se puede producir mediante técnicas estandar de ADN
recombinante. Por ejemplo, los fragmentos de ADN que codifican las diferentes secuencias de polipéptidos se ligan
entre si en el marco de acuerdo con técnicas convencionales, por ejemplo, empleando terminales de extremos
romos o terminados en escalones para la union, digestion con enzimas de restriccién para proporcionar terminales
apropiados, llenado de extremos cohesivos segln sea apropiado, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar la
unién indeseable y la unién enzimatica. En otra realizacion, el gen de fusion se puede sintetizar mediante técnicas
convencionales incluyendo sintetizadores de ADN automatizados. Alternativamente, la amplificacion por PCR de
fragmentos génicos se pueden llevar a cabo usando cebadores de anclaje que dan lugar a salientes
complementarios entre dos fragmentos de genes consecutivos que pueden ser posteriormente hibridados y
reamplificados para generar una secuencia génica quimérica (véase, por ejemplo, Ausubel et al. (eds.) CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, 1992). Ademas, muchos vectores de expresion estan
comercialmente disponibles que codifican una unidad estructural de fusién (por ejemplo, una regién Fc de una
cadena pesada de inmunoglobulina). Un &cido nucleico que codifica Mu-1 se puede clonar en dicho vector de
expresion de tal manera que la unidad estructural de fusidn esté unida en marco a la proteina de inmunoglobulina.

En algunas realizaciones, los polipéptidos de fusién MU-1 existen como oligémeros, tales como dimeros o trimeros.

El primer polipéptido, y/o acidos nucleicos que codifican el primer polipéptido, se pueden construir usando métodos
conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, la unidad estructural polipéptido Mu-1 se proporciona como un polipéptido Mu-1 variante
que tiene una mutacién en la secuencia de Mu-1 de origen natural (tipo salvaje) que dio como resultado una unién
de mayor afinidad (respecto a la secuencia no mutada) del polipéptido Mu-1 a una IL-21.

En algunas realizaciones, la unidad estructural polipéptido Mu-1 se proporciona como un polipéptido variante Mu-1
que tiene mutaciones en la secuencia Mu-1 de origen natural (tipo salvaje) que dio como resultado una secuencia
Mu-1 mas resistente a la protedlisis (respecto a la secuencia no-mutada).

En algunas realizaciones, el primer polipéptido incluye el polipéptido Mu-1 de longitud completa. Alternativamente, el
primer polipéptido comprende polipéptido Mu-1 de longitud inferior a la completa.

Un péptido sefal que se puede incluir en la proteina de fusion es MPLLLLLLLLPSPLHP (SEQ ID NO:21). Si se
desea, se pueden insertar adicionalmente uno o mas aminoacidos entre la primera unidad estructural polipéptido
que comprende la unidad estructural Mu-1 y la segunda unidad estructural polipéptido.

El segundo polipéptido es preferiblemente soluble. En algunas realizaciones, el segundo polipéptido aumenta la
semivida, (por ejemplo, la semivida en suero) del polipéptido unido. En algunas realizaciones, el segundo polipéptido
incluye una secuencia que facilita la asociacion del polipéptido de fusion con un segundo polipéptido Mu-1. En
realizaciones preferidas, el segundo polipéptido incluye al menos una region de un polipéptido de inmunoglobulina.
Los polipéptidos de fusién de inmunoglobulina son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en las
Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,516,964; 5,225,538; 5,428,130; 5,514,582; 5,714,147; y 5,455,165.

En algunas realizaciones, el segundo polipéptido comprende un polipéptido de inmunoglobulina de longitud

completa. Alternativamente, el segundo polipéptido comprende menos del polipéptido de inmunoglobulina de
longitud completa, por ejemplo, una cadena pesada, cadena ligera, Fab, Fabz, Fv o Fc. Preferiblemente, el segundo
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polipéptido incluye la cadena pesada de un polipéptido de inmunoglobulina. Mas preferiblemente, el segundo
polipéptido incluye la region Fc de un polipéptido de inmunoglobulina.

En otro aspecto de la divulgacion, el segundo polipéptido tiene menos funcion efectora que la funcién efectora de
una region Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina de tipo salvaje. La funcién efectora de Fc incluye, por
ejemplo, la unién al receptor Fc, la fijacion del complemento y la actividad de agotamiento de las células T (véase,
por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 6,136,310). Los métodos para ensayar la actividad de
agotamiento de las células T, la funcion efectora de Fc y la estabilidad del anticuerpo son conocidos en la técnica.
En una realizacion, el segundo polipéptido tiene poca o ninguna afinidad para el receptor Fc. En una realizacion
alternativa, el segundo polipéptido tiene baja o ninguna afinidad para la proteina de complemento C1q.

Una segunda secuencia de polipéptidos preferida incluye la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 17. Esta
secuencia incluye una region Fc. Los aminodcidos subrayados son aquellos que difieren del aminoacido encontrado
en la posicién correspondiente de la secuencia de inmunoglobulina de tipo salvaje:

HTCPPCPAPEALGAPSVFLFPPRPEDTLMISRTPEVICYVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGEVEVHN.
%I{PREEQ‘_{NSI‘YRU‘JS“JLT'*.-’LHQDWLNGKEYKCK?ENHALPE?IEKTIEKHKGQPRET?Q‘J”fTL
EREEMTKNQ“JSLTCL?KGE"‘_r'PSDZAEFEWEENGQPE}INYKTTPPW.-TLDSDGSFFLYSKLT?DE{SR
EGN‘JE‘ECS‘IMHEF«&LHNHYTQKSLSLEE‘GK {(SEQ ID NO:17)

Ejemplos de proteinas de fusién antagénicas que se pueden usar en los métodos de la divulgacion se muestran en
las figuras 7-15. En una realizacion, la proteina de fusién incluye una secuencia de aminoacidos seleccionada de,
por ejemplo, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:33, SEQ ID
NO:35, SEQ ID NO:37, o SEQ ID NO:39, o una secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 98% o més idéntica a la
misma. En otras realizaciones, la proteina de fusién incluye una secuencia de aminoacidos codificada por una
secuencia de nucleétidos seleccionada de, por ejemplo, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, o SEQ ID NO:38, o0 una secuencia al menos
85%, 90%, 95%, 98% 0 mas idéntica a la misma. Las proteinas de fusién preferidas tienen la secuencia de
aminodcidos mostrada como SEQ ID NO:25 o SEQ ID NO:29 (Figuras 8A-8C y 10A-10C, respectivamente), o una
secuencia al menos 85%, 90%, 95%, 98% 0 mas idéntica a la misma. En otras realizaciones, la proteina de fusion
incluye una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleétidos seleccionada de, por ejemplo,
SEQ ID NO:24 o SEQ ID NO:28 (Figuras 8A-8C y 10A-10C, respectivamente), o una secuencia al menos 85%, 90%,
95%, 98% 0 mas idéntica a la misma. Mas preferiblemente, la proteina de fusion tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada como SEQ ID NO:29, o tiene una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleotidos
mostrada como SEQ ID NO:28 (Figura 10A-10C).

En otras realizaciones, los agonistas o antagonistas de IL-21/IL-21R son anticuerpos, o fragmentos de union a
antigeno de los mismos, que se unen a IL-21 o IL-21R, preferiblemente a IL-21 o IL-21R de mamifero (por ejemplo,
humana o murina).

Las proteinas MU-1 de la divulgacion también se pueden usar para inmunizar animales para obtener anticuerpos
policlonales y monoclonales que reaccionan especificamente con la proteina MU-1 y que pueden inhibir la unién de
ligandos al receptor. Tales anticuerpos se pueden obtener utilizando la MU-1 entera como un inmunégeno, o
utilizando fragmentos de MU-1. También se pueden usar fragmentos mas pequefios de MU-1 para inmunizar
animales. Ademas, los inmunoégenos de péptidos pueden contener un residuo de cisteina en el extremo carboxilo, y
se conjugan con un hapteno tal como hemocianina de lapa (KLH). Se pueden generar inmundgenos peptidicos
adicionales reemplazando los residuos de tirosina con residuos de tirosina sulfatados. Los métodos para sintetizar
tales péptidos son conocidos en la técnica, por ejemplo, como en R. P. Merrifield, J.Amer.Chem.Soc. 85, 2149-2154
(1963); J. L. Krstenansky, et al., FEBS Lett. 211, 10 (1987).

Los anticuerpos neutralizantes o no neutralizantes (preferiblemente anticuerpos monoclonales) que se unen a la
proteina MU-1 pueden ser también Utiles en el tratamiento de las afecciones descritas anteriormente. Estos
anticuerpos monoclonales neutralizantes pueden ser capaces de bloquear la uniéon del ligando a la cadena del
receptor MU-1.

La presente divulgacion y/o reivindicaciones proporcionan ademas composiciones que comprenden un anticuerpo
que reacciona especificamente con una IL-21 o una IL-21R.

Los anticuerpos monoclonales humanos (mAbs) dirigidos contra IL-21 o IL-21R se pueden generar usando ratones
transgénicos que llevan los genes de inmunoglobulina humana en lugar del sistema de ratdn. Los esplenocitos de
estos ratones transgénicos inmunizados con el antigeno de interés se usan para producir hibridomas que segregan
mAbs humanos con afinidades especificas para epitopos de una proteina humana (véase, por ejemplo, Wood et al.
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International Application WO 91/00906, Kucherlapati et al. PCT publication WO 91/10741; Lonberg et al. International
Application WO 92/03918; Kay et al. International Application 92/03917; Lonberg, N. et al. 1994 Nature 368:856-859;
Green, L.L. et al. 1994 Nature Genet. 7:13-21; Morrison, S.L. et al. 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855;
Bruggeman et al. 1993 Year Immunol 7:33-40; Tuaillon et al. 1993 PNAS 90:3720-3724; Bruggeman et al. 1991 Eur
J Immunol 21:1323-1326).

Los anticuerpos monoclonales también se pueden generar por otros métodos conocidos para los expertos en el arte
de la tecnologia del ADN recombinante. Se ha desarrollado un método alternativo, denominado como el método de
"expresion de anticuerpo combinatoria", para identificar y aislar fragmentos de anticuerpos que tienen una
especificidad especifica de antigeno, y se puede utilizar para producir anticuerpos monoclonales (para las
descripciones de expresion de anticuerpo combinatoria véase, por ejemplo, Sastry et al. 1989 PNAS 86:5728; Huse
et al. 1989 Science 246:1275; y Orlandi et al. 1989 PNAS 86:3833). Después de inmunizar a un animal con un
inmundgeno como se ha descrito anteriormente, se clona el repertorio de anticuerpos del conjunto de células B
resultante. Se conocen generalmente métodos para obtener la secuencia de ADN de las regiones variables de una
diversa poblacion de moléculas de inmunoglobulina usando una mezcla de cebadores de oligdmeros y PCR. Por
ejemplo, se pueden usar cebadores de oligonucledtidos mixtos correspondientes a las secuencias lider 5' (péptido
sefal) y/o secuencias de marco 1 (FR1), asi como un cebador a un cebador de regién constante 3' conservado, para
la amplificacion por PCR de las regiones variables de cadena pesada y ligera de un nimero de anticuerpos murinos
(Larrick et al., 1991, Biotechniques 11: 152-156). Una estrategia similar también se puede usar para amplificar
regiones variables de cadena pesada y ligera humana a partir de anticuerpos humanos (Larrick et al., 1991,
Methods: Companion to Methods in Enzymology 2:106-110).

Los anticuerpos quiméricos, incluyendo cadenas de inmunoglobulina quiméricas, se pueden producir mediante
técnicas de ADN recombinante conocidas en la técnica. Por ejemplo, un gen que codifica la regién constante Fc de
una molécula de anticuerpo monoclonal murina (u otra especie) se digiere con enzimas de restriccion para eliminar
la regidon que codifica la Fc murina y la porcion equivalente de un gen que codifica una region constante Fc humana
se sustituye (Véase Robinson et al., WO 87/02671; Akira, et al., European Patent Application 184,187; Taniguchi, M.,
European Patent Application 171,496; Morrison et al., European Patent Application 173,494; Neuberger et al.,
International Application WO 86/01533; Cabilly et al. U.S. Patent No. 4,816,567; Cabilly et al., European Patent
Application 125,023; Better et al. (1988 Science 240:1041-1043); Liu et al. (1987) PNAS 84:3439-3443; Liu et al,,
1987, J. Immunol. 139:3521-3526; Sun et al. (1987) PNAS 84:214-218; Nishimura et al., 1987, Canc. Res. 47:999-
1005; Wood et al. (1985) Nature 314:446-449; y Shaw et al., 1988, J. Natl Cancer Inst. 80:1553-1559).

Un anticuerpo o una cadena de inmunoglobulina se puede humanizar por métodos conocidos en la técnica. Se
pueden generar anticuerpos humanizados, incluyendo cadenas humanizadas de inmunoglobulina, reemplazando
secuencias de la region variable de Fv que no estan directamente implicadas en la unién del antigeno con
secuencias equivalentes de regiones variables de Fv humano. Los métodos generales para generar anticuerpos
humanizados son proporcionados por Morrison, S. L., 1985, Science 229:1202-1207, de Oi et al., 1986,
BioTechniques 4:214, y por Queen et al. US 5,585,089, US 5,693,761 y US 5,693,762,

Estos métodos incluyen aislar, manipular, y expresar las secuencias de acido nucleico que codifican la totalidad o
parte de regiones variables de Fv de inmunoglobulina a partir de al menos una de una cadena pesada o ligera. Las
fuentes de dicho acido nucleico son bien conocidas para los expertos en el arte y, por ejemplo, se pueden obtener a
partir de un hibridoma que produce un anticuerpo frente a un objetivo predeterminado. El ADN recombinante que
codifica el anticuerpo humanizado, o fragmento del mismo, puede entonces clonarse en un vector de expresion
apropiado.

Se pueden producir moléculas o inmunoglobulinas de anticuerpo injertadas en CDR o humanizadas mediante injerto
de CDR o sustitucion de CDR, en el que se pueden reemplazar una, dos o todas las CDR de una cadena de
inmunoglobulina. Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos 5,225,539; Jones et al. 1986 Nature
321:552-525; Verhoeyan et al. 1988 Science 239:1534; Beidler et al. 1988 J. Immunol. 141:4053-4060; Winter US
5,225,539.

Winter describe un método de injerto de CDR que se puede usar para preparar los anticuerpos humanizados
descritos y/o reivindicados en este documento (Solicitud de Patente Britanica GB 2188638A, presentada el 26 de
marzo de 1987, Winter US 5,225,539), Todas las CDR de un anticuerpo humano particular

se pueden reemplazar por al menos una porcion de una CDR no humana o solo algunas de las CDR se pueden
reemplazar por CDR no humanas. Sélo es necesario reemplazar el nimero de CDR requeridas para la uniéon del
anticuerpo humanizado a un antigeno predeterminado.

También se describen y/o se reivindican anticuerpos monoclonales, quiméricos y humanizados, que han sido
modificados, por ejemplo, suprimiendo, adicionando o sustituyendo otras porciones del anticuerpo, por ejemplo, la
regién constante. Por ejemplo, un anticuerpo se puede modificar de la siguiente manera: (i) suprimiendo la regién
constante; (ii) sustituyendo la region constante por otra regiéon constante, por ejemplo, una region constante
destinada a aumentar la semivida, la estabilidad o afinidad del anticuerpo, o una region constante de otra especie o
clase de anticuerpos; o (iii) modificando uno 0 mas aminoacidos en la regién constante para alterar, por ejemplo, el
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namero de sitios de glicosilacion, la funcién de las células efectoras, la union del receptor Fc (FcR), la fijacion del
complemento, entre otros.

En la técnica se conocen métodos para alterar una region constante de anticuerpo. Los anticuerpos con funcién
alterada, por ejemplo, la afinidad alterada para un ligando efector, tal como FcR en una célula, o el componente Cl
de complemento se puede producir reemplazando al menos un residuo de aminoacido en la porcién constante del
anticuerpo con un residuo diferente (véase, por ejemplo, EP 388,151 A1, US 5,624,821 y US 5,648,260.

Se podrian describir tipos similares de alteraciones que,
si se aplican a la murina u otras especies de inmunoglobulina, reducirian o eliminarian estas funciones.

Por ejemplo, es posible alterar la afinidad de una region Fc de un anticuerpo (por ejemplo, una IgG, tal como una
IgG humana) para una FcR (por ejemplo, Fc gamma R1), o para la unién C1q reemplazando el(los) residuo(s)
especificado(s) con un residuo o residuos que tienen una funcionalidad apropiada en su cadena lateral, o
introduciendo un grupo funcional cargado, tal como glutamato o aspartato, o tal vez un residuo no polar aromatico tal
como fenilalanina, tirosina, triptéfano o alanina (véase, por ejemplo, US 5,624,821).

Las secuencias de aminodacidos de polipéptidos de IL-21 son conocidas publicamente. Por ejemplo, la secuencia de
nucleétidos y la secuencia de aminodcidos de una IL-21 humana esta disponible en No. de Acc. Genbank
X_011082. La secuencia de nucleétidos de IL-21 humana descrita se presenta a continuacion:

1l gctgaagtga aaacgagacc aaggtctage totactgttyg gtacttatga
gatoccagtceo

61l tggcaacatg
cactggtcca
121 caaatcaagc
ttatagatat
181 tgttgatcag
cagctceocaga
241 agatgtagag

gagaggattg
tocccaaggte
ctgaaaaatt

acaaactgtg

toatcotgtet
aagatcgocoa
atgtgaatga

agtggtoage

gatggteatce
catgattaga
cttggteococt

tttttoctge

ttettgggga
atgogtoaac
gaatttoctgo

tttoagaagg

coccaactaaa

301 gtcagcaaat acaggaaaca atgaaaggat aatcaatgta tcaattaaaa
agoctgaagadg ;

361 gasaccacct tocacaaatg cagggagaag acagaaacac agactaacat
gococttoatg

421 tgattcttat gagsaaaaac cacccaaaga attcctagaa agattcaaat
cacttctcca

481 aaagatgatt catcagecatc togtcctectag aacacacgga agbgaagatt
cctgaggate

541 taacttgeag Lttggacacta tgttacatac tetaatatag tagtgaaagt
catbtttotttg

601 tattcoccaagt

gaggag {EEQ ID WO:18)

La secuencia de aminoacidos del polipéptido de IL-21 humana descrito se presenta a continuacion:

MRSSPGNMERIVICLMVIFLGTLVHESSSQGQDRHMIRMRQLIDIVDQLENYVNDLVEE
FLPAPEDVETNCEWSAFSCFQKRAQLKSANTGNNERIINVSIKKLKRKPPSTNAGRROKH
RLTCEPSCDSYERKPPKEFLERFKSLLOEMIHOHLSSRTHGSEDS (SEQ ID NO:19)

La divulgacién también abarca acidos nucleicos que se hibridan con la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ
ID NO:1, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID
NO:34, SEQ ID NO:36, o SEQ ID NO:38, bajo condiciones altamente estrictas (por ejemplo, SSC 0.1X a 65°C.). Los
polinucleétidos aislados que codifican proteinas MU-1 o proteinas de fusion, pero que difieren de la secuencia de
nucleétidos expuesta en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID
NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, o SEQ ID NO:38, en virtud de la degeneracion del cédigo
genético estan también abarcadas por la presente divulgacion. Variaciones en la secuencia de nucleétidos como se
expone en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID
NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, o SEQ ID NO:38, que son causadas por mutaciones puntuales o por
modificaciones inducidas también se incluyen en la divulgacion

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2629395 T3

Los polinucledtidos aislados de la divulgacién pueden estar operativamente unidos a una secuencia de control de
expresion tal como los vectores de expresién pMT2 o pED descritos en Kaufman et al., Nucleic Acids Res. 19,4485-
4490 (1991), con el fin de producir la proteina MU-1 recombinantemente. Muchas secuencias de control de
expresion apropiadas son conocidas en la técnica. También se conocen métodos generales de expresion de
proteinas recombinantes y se ejemplifican en R. Kaufman, Methods in Enzymology 185, 537-566 (1990). Como se
define en este documento, "unido operativamente" significa unido enzimaticamente o quimicamente para formar un
enlace covalente entre el polinucleétido aislado de la divulgacion y la secuencia de control de expresion, de tal
manera que la proteina MU-1 se expresa mediante una célula huésped que ha sido transformada (transfectada) con
la secuencia de polinucleétido unido/control de la expresion.

El término "vector", como se utiliza en este documento, pretende referirse a una molécula de &cido nucleico capaz
de transportar otro acido nucleico al que ha sido unido. Un tipo de vector es un "plasmido”, que se refiere a un bucle
de ADN bicatenario circular en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un
vector viral, en el que segmentos de ADN adicionales se pueden ligar al genoma viral. Ciertos vectores son capaces
de replicacion autbnoma en una célula huésped en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que
tienen un origen bacteriano de replicacién y vectores de mamiferos episémicos). Otros vectores (por ejemplo,
vectores de mamiferos no episémicos) se pueden integrar en el genoma de una célula huésped tras su introduccién
en la célula huésped, y asi se replican junto con el genoma del huésped. Ademas, ciertos vectores son capaces de
dirigir la expresion de genes a los que estan unidos operativamente. Tales vectores se denominan en este
documento como "vectores de expresion recombinantes” (o simplemente, "vectores de expresiéon”). En general, los
vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante estan a menudo en forma de plasmidos. La
presente memoria descriptiva, "plasmido" y "vector" se puede usar indistintamente ya que el plasmido es la forma de
vector mas comunmente utilizada. Sin embargo, se pretende que la divulgacion incluya otras formas de vectores de
expresion, tales como vectores viricos (por ejemplo, retrovirus defectuosos de replicacién, adenovirus y virus
adenoasociados), que sirven funciones equivalentes.

El término "secuencia reguladora" pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control de la
expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilaciéon) que controlan la transcripcién o traduccion de los genes de la
cadena del anticuerpo. Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel; Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Los expertos en el arte
apreciaran que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccién de secuencias reguladoras, puede
depender de factores tales como la eleccion de la célula huésped a transformar, el nivel de expresion de la proteina
deseada, etc. Las secuencias reguladoras preferidas para la expresion de células huésped de mamifero incluyen
elementos virales que dirigen altos niveles de expresién de proteinas en células de mamifero, tales como
promotores y/o potenciadores derivados del promotor FF-1a y BGH poli A, citomegalovirus (CMV) (tales como el
promotor/potenciador de CMV), virus Simian 40 (SV40) (tal como el promotor/potenciador de SV40), adenovirus (por
ejemplo, el promotor tardio principal de adenovirus (AAMLP)) y polioma. Para una descripcién adicional de los
elementos reguladores virales y secuencias de los mismos, véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos
No. 5,168,062 de Stinski, la Patente de los Estados Unidos No. 4,510,245 de Bell et al. y la Patente de los Estados
Unidos No. 4,968,615 de Schaffner et al.

Los vectores de expresion recombinantes de la divulgacion pueden llevar secuencias adicionales, tales como
secuencias que regulan la replicacion del vector en células huésped (por ejemplo, origenes de replicacion) y genes
marcadores seleccionables. El gen marcador seleccionable facilita la seleccion de las células huésped en las que se
ha introducido el vector (véanse, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos Nos. 4,399,216, 4,634,665 y
5,179,017, todos de Axel et al.). Por ejemplo, por lo general el gen marcador seleccionable confiere resistencia a
farmacos, tales como G418, higromicina o metotrexato, sobre una célula huésped en la que se ha introducido el
vector. Los genes marcadores seleccionables preferidos incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (para
uso en células huésped de dhfr con seleccion/amplificacién de metotrexato) y el gen neo (para la seleccién de
G418).

Un ndmero de tipos de células pueden actuar como células huésped apropiadas para la expresion de la proteina
MU-1 o proteina de fusion del mismo. Se puede hacer cualquier tipo de célula capaz de expresar la proteina
funcional MU-1. Las células huésped de mamifero apropiadas incluyen, por ejemplo, células COS de mono, células
Ovario de Hamster Chino (CHO), células 293 de rifidn humano, células A431 humanas epidérmicas, células Colo205
humanas, células 3T3, células CV-1, otras lineas celulares de primate transformadas, células diploides normales,
cepas celulares derivadas del cultivo in vitro de tejido primario, explantes primarios, células Hela, células L de ratén,
células BHK, HL-60, U937, HaK, Rat2, BaF3, 32D, FDCP-1, PC12, Mi1x o C2C12.

La proteina MU-1 o la proteina de fusién del mismo también se puede producir uniendo operativamente el
polinucleétido aislado de la divulgacion a secuencias de control apropiadas en uno o mas vectores de expresion de
insectos, y empleando un sistema de expresion de insectos. Los materiales y métodos para los sistemas de
expresion de baculovirus/células de insecto estan comercialmente disponibles en forma de kit de, por ejemplo,
Invitrogen, San Diego, Calif. U.S.A. (el kit MaxBac®), y tales métodos son bien conocidos en la técnica, como se
describe en Summers and Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No. 1555 (1987). También se
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pueden producir formas solubles de la proteina MU-1 en células de insecto usando polinucleétidos aislados
apropiados como se describe anteriormente.

Alternativamente, la proteina MU-1 o proteina de fusion del mismo, se puede producir en eucariotas inferiores tales
como levadura o en procariotas tales como bacterias. Las cepas de levadura apropiadas incluyen Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, cepas Kluyveromyces, Candida, o cualquier cepa de levadura capaz de
expresar proteinas heter6logas. Las cepas bacterianas apropiadas incluyen Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium, o cualquier cepa bacteriana capaz de expresar proteinas heterélogas.

La expresion en bacterias puede dar como resultado la formacion de cuerpos de inclusién que incorporan la proteina
recombinante. De este modo, se puede requerir el replegamiento de la proteina recombinante con el fin de producir
material activo o0 mas activo. En la técnica se conocen varios métodos para obtener proteinas heterélogas plegadas
correctamente a partir de cuerpos de inclusion bacterianos. Estos métodos generalmente implican solubilizar la
proteina de los cuerpos de inclusion, desnaturalizando luego la proteina completamente usando un agente
caotrdpico. Cuando los residuos de cisteina estan presentes en la secuencia de aminoacidos primaria de la proteina,
a menudo es necesario llevar a cabo el replegamiento en un entorno que permite la formacién correcta de enlaces
disulfuro (un sistema redox). Los métodos generales de replegamiento se describen en Kohno, Meth. Enzym.,
185:187-195 (1990). El documento EP 0433225 y el documento US 5,399,677 correspondiente describen otros
métodos apropiados.

La proteina MU-1 o proteina de fusién del mismo también se puede expresar como un producto de animales
transgénicos, por ejemplo, como un componente de la leche de vacas transgénicas, cabras, cerdos u ovejas que se
caracterizan por células somaticas o germinales que contienen una secuencia de polinucleétidos que codifica la
proteina MU-1 o una proteina de fusién de la misma.

La proteina MU-1 o proteina de fusion del mismo se puede preparar cultivando células huésped transformadas con
un cultivo en condiciones de cultivo necesarias para expresar la proteina deseada. La proteina expresada resultante
puede entonces purificarse a partir del medio de cultivo o extractos celulares. Las formas solubles de la proteina
MU-1 o proteina de fusién del mismo se pueden purificar a partir de medios acondicionados. Las formas unidas a
membrana de la proteina MU-1 de la divulgacién se pueden purificar preparando una fraccién de membrana total de
la célula de expresién y extrayendo las membranas con un detergente no iénico tal como Triton X-100.

La proteina MU-1 o la proteina de fusién se puede purificar usando métodos conocidos para los expertos en el arte.
Por ejemplo, la proteina MU-1 de la divulgacién se puede concentrar usando un filtro de concentracién de proteina
disponible comercialmente, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon. Después de la
etapa de concentracién, el concentrado se puede aplicar a una matriz de purificacion tal como un medio de filtracion
en gel. Alternativamente, se puede emplear una resina de intercambio aniénico, por ejemplo, una matriz o sustrato
que tiene grupos dietilaminoetilo (DEAE) o polietohetilenimina (PEI) colgantes. Las matrices pueden ser acrilamida,
agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos cominmente empleados en la purificacién de proteinas. Alternativamente,
se puede emplear una etapa de intercambio cationico. Los intercambiadores catidnicos apropiados incluyen diversas
matrices insolubles que comprenden grupos sulfopropilo o carboximetilo. Se prefieren grupos sulfopropilo (por
ejemplo, columnas de S-Sepharose®). La purificacion de la proteina MU-1 o proteina de fusién del sobrenadante de
cultivo puede incluir también uno o mas etapas de columna sobre resinas de afinidad tales como concanavalina A-
agarosa, heparina-toyopearl® o Cibacrom blue 3GA Sepharose®; o por cromatografia de interaccién hidréfoba
utilizando tales resinas como fenil éter, butil éter o propil éter; o por cromatografia de inmunoafinidad. Por ultimo, se
pueden emplear una o0 méas etapas de cromatografia liquida de alta resolucion (RP-HPLC) de fase inversa que
emplean medios RP-HPLC hidréfobos, por ejemplo, silica gel que tiene grupos metilo u otros grupos alifaticos
colgantes, para purificar adicionalmente la proteina MU-1. Las columnas de afinidad que incluyen anticuerpos para
la proteina MU-1 también se pueden usar en la purificacion de acuerdo con métodos conocidos. También se pueden
emplear algunas o todas las etapas de purificacion anteriores, en diversas combinaciones o con otros métodos
conocidos, para proporcionar una proteina recombinante aislada sustancialmente purificada. Preferiblemente, la
proteina MU-1 aislada se purifica de manera que esté sustancialmente libre de otras proteinas de mamifero.

Las proteinas MU-1 o las proteinas de fusion de la divulgacién también se pueden usar para seleccionar agentes
que son capaces de unirse a MU-1. Los ensayos de union usando una proteina de unién deseada, inmovilizada o
no, son bien conocidos en la técnica y se pueden usar para este proposito usando la proteina MU-1 de la
divulgacion. Se pueden usar ensayos de seleccién basados en células purificadas o basados en proteinas (libres de
células) para identificar tales agentes. Por ejemplo, la proteina MU-1 se puede inmovilizar en forma purificada sobre
un portador y se pueden medir ligandos potenciales o de union a la proteina MU-1 purificada.

Composiciones farmacéuticas

Los agonistas o antagonistas de IL-21/IL-21R se pueden usar como una composicién farmacéutica cuando se
combinan con un portador farmacéuticamente aceptable. Dicha composicion puede contener, ademas de los
agonistas o antagonistas de IL-21/IL-21R y portador, diversos diluyentes, cargas, sales, soluciones reguladoras,
estabilizantes, solubilizantes y otros materiales bien conocidos en la técnica. El término "farmacéuticamente
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aceptable” significa un material no tdéxico que no interfiere con la eficacia de la actividad biolégica del ingrediente o
ingredientes activos. Las caracteristicas del portador dependeran de la ruta de administracion.

La composicion farmacéutica descrita y/o reivindicada en este documento también puede contener citocinas,
linfoquinas u otros factores hematopoyéticos tales como M-CSF, GM-CSF, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-9, IL-10, IL-11, IL- 12, IL-14, IL-15, G-CSF, factor de células madre, y eritropoyetina. La composicion farmacéutica
también puede incluir anticuerpos anticitoquina como se describe con mas detalle a continuacién. La composicién
farmacéutica puede contener factores tromboliticos o antitrombéticos tales como activador de plasmindgeno y Factor
VIII. La composicion farmacéutica puede contener ademas otros agentes antiinflamatorios como se describe con
mas detalle a continuacién. Tales factores y/o agentes adicionales se pueden incluir en la composicion farmacéutica
para producir un efecto sinérgico con agonistas o antagonistas de IL-21/IL-21R, o para minimizar los efectos
secundarios causados por los agonistas o antagonistas de IL-21/IL-21R. Por el contrario, los agonistas o
antagonistas de IL-21/IL-21R se pueden incluir en formulaciones de la citocina particular, linfoquina, otro factor
hematopoyético, factor trombolitico o antitromboético o agente antiinflamatorio para minimizar los efectos secundarios
de la citocina, la linfoquina, otro factor hematopoyético, un factor trombolitico o antitrombético o un agente
antiinflamatorio.

La composicion farmacéutica descrita y/o reivindicada en este documento puede estar en forma de un liposoma en
la que se combinan agonistas o antagonistas de IL-21/IL-21R, ademas de otros portadores farmacéuticamente
aceptables, con agentes anfipaticos tales como lipidos que existen en forma agregada como micelas, monocapas
insolubles, cristales liquidos o capas laminares que en solucién acuosa. Los lipidos apropiados para la formulacion
liposémica incluyen, sin limitacion, monoglicéridos, diglicéridos, sulfatidas, lisolecitina, fosfolipidos, saponina, &cidos
biliares y similares. La preparacion de tales formulaciones liposémicas esta dentro del nivel de experiencia en la
técnica, como se describe, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos No. 4,235,871; la Patente de los
Estados Unidos No. 4,501,728; la Patente de los Estados Unidos No. 4,837,028; y la Patente de los Estados Unidos
No. 4,737,323.

Como se usa en este documento, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" significa la cantidad total de cada
componente activo de la composicion o método farmacéutico que es suficiente para mostrar un beneficio
significativo para el paciente, por ejemplo, mejora de los sintomas de, curacién o aumento en la velocidad de
curacién de tales afecciones. Cuando se aplica a un ingrediente activo individual, administrado solo, el término se
refiere Unicamente a ese ingrediente. Cuando se aplica a una combinacion, el término se refiere a cantidades
combinadas de los ingredientes activos que dan lugar al efecto terapéutico, ya sea administrado en combinacion, en
serie o simultaneamente.

En la practica del método de tratamiento o uso de la presente divulgacién se administra una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agonista o antagonista de IL-21/IL-21R a un sujeto, por ejemplo, un mamifero (por
ejemplo, un humano). Se pueden administrar agonistas o antagonistas de IL-21/IL-21R de acuerdo con el método de
la divulgaciéon ya sea solo o en combinacién con otras terapias tales como tratamientos que emplean citocinas,
linfoquinas u otros factores hematopoyéticos, o agentes antiinflamatorios. Cuando se coadministra con uno o mas
agentes, se puede administrar un agente de unién a IL-21 y/o IL-21R simultaneamente con el segundo agente, o
secuencialmente. Si se administra secuencialmente, el médico tratante decidird la secuencia apropiada de
administracién de un agonista o antagonista de IL-21/IL-21R en combinacién con otros agentes.

La administracion de un agonista o antagonista de IL-21/IL-21R usado en la composicion farmacéutica o para
practicar el método de la presente divulgacion se pueden llevar a cabo de una variedad de formas convencionales,
tales como ingestién oral, inhalacién o inyeccién cutdnea, subcutanea o intravenosa. Se prefiere la administracién
intravenosa al paciente.

Cuando se administra oralmente una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista o antagonista de IL-21/IL-
21R, el agente de union estara en forma de comprimido, capsula, polvo, solucién o elixir. Cuando se administra en
forma de comprimido, la composiciéon farmacéutica descrita y/o reivindicada en este documento puede contener
adicionalmente un portador sélido tal como una gelatina o un adyuvante. EI comprimido, la capsula y el polvo
contienen desde aproximadamente 5 a 95% de agente de unién, y preferiblemente desde aproximadamente 25 a
90% de agente de unién. Cuando se administra en forma liquida, se puede adicionar un portador liquido tal como
agua, petroleo, aceites de origen animal o vegetal tales como aceite de cacahuete, aceite mineral, aceite de soja o
aceite de sésamo o aceites sintéticos. La forma liquida de la composicién farmacéutica puede contener ademas
solucion salina fisiolégica, dextrosa u otra solucién de sacéarido, o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o
polietilenglicol. Cuando se administra en forma liquida, la composicion farmacéutica contiene desde
aproximadamente 0.5 a 90% en peso del agente de unién, y preferiblemente desde aproximadamente 1 a 50% del
agente de union.

Cuando una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista o antagonista de IL-21/1L-21R es administrada por
inyeccion intravenosa, cutdnea o subcutanea, el agente de unién estara en forma de una soluciéon acuosa libre de
pirégenos, parenteralmente aceptable. La preparacion de tales soluciones de proteinas parenteralmente aceptables,
teniendo debidamente en cuenta el pH, la isotonicidad, la estabilidad, y similares, estd dentro de la habilidad en la
técnica. Una composicion farmacéutica preferida para inyeccion intravenosa, cutanea o subcutédnea debe contener,
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ademas del agente de union, un vehiculo isotdnico tal como inyeccién de cloruro de sodio, inyeccion de Ringer,
inyeccion de dextrosa, inyeccion de cloruro de sodio y dextrosa, inyeccién de Ringer con lactato u otro vehiculo
como se conoce en la técnica. La composicion farmacéutica descrita y/o reivindicada en este documento también
puede contener estabilizantes, conservantes, soluciones reguladoras, antioxidantes u otro aditivo conocido para los
expertos en el arte.

La cantidad de un agonista o antagonista de IL-21/IL-21R en la composicion farmacéutica descrita y/o reivindicada
en este documento dependera de la naturaleza y gravedad de la afeccion que se esté tratando y de la naturaleza de
tratamientos previos que el paciente ha sufrido. En ultima instancia, el médico tratante decidira la cantidad de agente
de unién con la que tratar a cada paciente individual. Inicialmente, el médico tratante administrard dosis bajas de
agente de unién y observara la respuesta del paciente. Se pueden administrar dosis mayores de agente de union
hasta que se obtiene el efecto terapéutico éptimo para el paciente, y en ese momento la dosis no se aumenta
generalmente mas. Se contempla que las diversas composiciones farmacéuticas utilizadas para practicar el método
de la presente divulgacién deben contener aproximadamente 0.1 ug a aproximadamente 100 mg de agonista o
antagonista de IL-21/IL-21R por kg de peso corporal.

La duracién de la terapia intravenosa usando la composicién farmacéutica de la presente divulgacion variara,
dependiendo de la gravedad de la enfermedad que se esté tratando y de la condicién y de la respuesta idiosincratica
potencial de cada paciente individual. Se contempla que la duracién de cada aplicacion del agonista o antagonista
de IL-21/IL-21R estara en el intervalo de 12 a 24 horas de administracion intravenosa continua. En Gltima instancia,
el médico tratante decidira la duracion apropiada de la terapia intravenosa utilizando la composicién farmacéutica
descrita y/o reivindicada en este documento.

Se espera que el polinucleétido y las proteinas descritos y/o reivindicados en este documento presenten uno o mas
de los usos o actividades biologicas (incluyendo aquellos asociados con ensayos citados en este documento)
identificados a continuacion. Se pueden proporcionar usos o actividades descritos para las proteinas descritas y/o
reivindicadas en este documento por administracion o uso de tales proteinas o por administracion o uso de
polinucleétidos que codifican dichas proteinas (tales como, por ejemplo, en terapias génicas o vectores apropiados
para la introduccion de ADN).

Uso de agonistas de IL-21/IL-21R para mejorar una respuesta inmune

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos para aumentar la proliferacion de células inmunes, por
ejemplo, células T (por ejemplo, células T CD8+) poniendo en contacto una célula inmune o una poblaciéon de
células inmunes con un agente de unién de IL-21 o IL-21R que potencia o mejora la actividad de un polipéptido de
IL-21. Estos métodos se basan, al menos en parte, en el hallazgo de que un agente de unién al agonista IL-21R
estimulado, principalmente por estimulacion de células T CD8+, inmunidad innata y adaptativa in vivo contra células
tumorales inmunogénicas y no inmunogénicas (Ejemplo 9). Los métodos también se basan, en parte, en el hallazgo
de que IL-21 induce la proliferacién de timocitos estimulados con anticuerpo antigeno o anti-CD3, células T de
ganglio linfatico, células T CD4+ o células T CD8+. Los solicitantes también muestran que la proliferacion de células
T a aloantigenos se puede aumentar en presencia de IL-21. Ademas, IL-21 puede también potenciar la proliferacion
y/o diferenciacion de células T CD8+ (Ejemplo 10). Por ejemplo, el cebado de células T CD8+ en presencia de IL-21
puede generar células efectoras con actividad litica mejorada (CTL) y/o capacidad incrementada para secretar
citocinas, por ejemplo, IFNy. IL-21- 0 un agente de unién a IL-21R que estimula la actividad de IL-21/IL-21R se
puede usar para inducir la proliferacién y/o secrecion de citocinas de macréfagos. I1-21 también tiene efectos sobre
células T de memoria y células presentadoras de antigeno (APC). También se ha descubierto que IL-21 se produce
por células CD4+ activadas. De acuerdo con lo anterior, los agentes de unidn que estimulan la via de IL-21/IL-21R se
pueden usar solos o en combinacién con un antigeno, por ejemplo, como un adyuvante (por ejemplo, un adyuvante
de vacuna), para inducir la expresion de una respuesta inmune in vivo, por ejemplo, para uso en el tratamiento de
cancer y trastornos infecciosos.

En una realizacién, los IL-21agonisticos/agonistas de IL-21R pueden ser Utiles en el tratamiento de diversas
deficiencias y trastornos inmunitarios (incluyendo la inmunodeficiencia combinada severa (SCID)), por ejemplo, en la
regulacion (hacia arriba o hacia abajo) del crecimiento y la proliferacién de los linfocitos T y/o B, asi como ocasionar
la actividad citolitica de las células NK y otras poblaciones celulares. Estas deficiencias inmunitarias pueden ser
genéticas o ser causadas por infecciones virales (por ejemplo, VIH), asi como infecciones bacterianas o por hongos,
o pueden ser resultado de trastornos autoinmunes. Mas especificamente, las enfermedades infecciosas causadas
por infecciones virales, bacterianas, fungicas u otras pueden tratarse usando una proteina de la presente
divulgacion, incluyendo infecciones por VIH, virus de hepatitis, herpesvirus, micobacterias, Leishmania spp., Malaria
spp. y diversas infecciones flngicas tales como candidiasis. Por supuesto, a este respecto, una proteina de la
presente divulgacion también puede ser (til cuando un impulso al sistema inmune generalmente puede ser
deseable, esto es, en el tratamiento del cancer.

La expresion inducida de una funcién de antigeno (preferiblemente una funcién de antigeno de linfocitos B), como un
medio para inducir la expresion de las respuestas inmunes, también puede ser Util en terapia. Para inducir la
expresion de las respuestas inmunes puede estar en forma de potenciar una respuesta inmune existente o de
provocar una respuesta inmune inicial. Por ejemplo, potenciar una respuesta inmune a través de la estimulacién de
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la funcion del antigeno de linfocitos B puede ser util en casos de infeccién viral. Ademas, las enfermedades viricas
sistémicas tales como la influenza, el resfriado comudn y la encefalitis se podrian aliviar mediante la administracion
sistémica de formas estimuladoras de antigenos de linfocitos B.

Alternativamente, las respuestas inmunes antivirales se pueden mejorar en un paciente infectado mediante la
eliminacion de células T del paciente, coestimulando las células T in vitro con APCs pulsadas con antigeno viral ya
sea expresando un péptido de la presente divulgacién o junto con una forma estimulante de un péptido soluble de la
presente divulgacion y reintroducir las células T activadas in vitro en el paciente. Otro método para potenciar las
respuestas inmunes antivirales seria aislar células infectadas de un paciente, transfectarlas con un acido nucleico
que codifica una proteina de la presente divulgacion como se describe en este documento, de modo que las células
expresen toda o una porcién de la proteina en su superficie, y reintroducir las células transfectadas en el paciente.
Las células infectadas serian ahora capaces de suministrar una sefnal coestimuladora a, y asi activar, células T in
vivo.

En otra aplicacion, el aumento o mejora de la funcién del antigeno puede ser Util en la induccién de la inmunidad
tumoral. Las células tumorales (por ejemplo, sarcoma, melanoma, linfoma, leucemia, neuroblastoma, carcinoma)
transfectadas con un &cido nucleico que codifica al menos un péptido de la presente divulgacién se puede
administrar a un sujeto para superar la tolerancia especifica del tumor en el sujeto. Si se desea, la célula tumoral se
puede transfectar para expresar una combinacion de péptidos. Por ejemplo, las células tumorales obtenidas de un
paciente se pueden transfectar ex vivo con un vector de expresion dirigiendo la expresion de un agonista de IL-21/IL-
21R, solo o0 en combinacion con un péptido que tiene sélo actividad de tipo B7-2 o en conjunto con un péptido que
tiene actividad similar a B7-1 y/o actividad similar a B7-3. Las células tumorales transfectadas se devuelven al
paciente para dar lugar a la expresion de los péptidos en la superficie de la célula transfectada. Alternativamente, se
pueden usar técnicas de terapia génica para dirigir una célula tumoral para transfeccion in vivo.

La presencia de un agonista de IL-21/IL-21R, en combinacion con un péptido que tiene la actividad de un
antigeno(s) de linfocitos B en la superficie de la célula tumoral proporciona la sefial de coestimulacion necesaria a
las células T para inducir una respuesta inmune mediada por células T contra las células tumorales transfectadas.
Ademas, las células tumorales que carecen de moléculas MHC clase | o MHC clase Il, o que no reexpresan
cantidades suficientes de moléculas MHC de clase | o MHC de clase |l, se pueden transfectar con acido nucleico
que codifica la totalidad o una porcion de (por ejemplo, una parte truncada de dominio citoplasmico) de una clase de
MHC alfa, una proteina de cadena y una proteina de microglobulina B2 o una proteina de cadena o de MHC de clase
Il'y una proteina de cadena § de MHC de clase Il para expresar de ese modo proteinas MHC clase | o MHC de clase
Il en la superficie celular. Expresién de MHC de clase | o de clase Il apropiado junto con un agonista de IL-21/IL-
21R, y/o un péptido que tiene la actividad de un antigeno de linfocito B (por ejemplo, B7-1, B7-2, B7-3) induce una
respuesta inmune mediada por células T contra la célula tumoral transfectada. Opcionalmente, un gen que codifica
una construccién antisentido que bloquea la expresién de una proteina asociada a MHC de clase I, tal como la
cadena invariante, también se puede cotransfectar con un ADN que codifica un agonista de IL-21/IL-21R y/o un
péptido que tiene la actividad de un antigeno de linfocitos B para promover la presentacion de antigenos asociados a
tumores e inducir inmunidad especifica de tumor. De este modo, la induccién de una respuesta inmune mediada por
células T en un sujeto humano puede ser suficiente para superar la tolerancia especifica del tumor en el sujeto.

En otras realizaciones, los agonistas de IL-21/IL-21R se pueden usar como adyuvantes de vacuna. Los adyuvantes
son compuestos moduladores de la inmunidad que tienen la capacidad de mejorar y/o dirigir el desarrollo y el perfil
de las respuestas inmunes frente a diversos antigenos que son ellos mismos poco inmunogénicos. Las citocinas y/o
linfoquinas se pueden usar como adyuvantes. La seleccion apropiada de adyuvantes puede inducir respuestas
inmunes de buen humor y celulares que no se desarrollarian en ausencia de adyuvante. En particular, los
adyuvantes tienen efectos significativos en el aumento de la respuesta inmune a antigenos de subunidad y péptido
en vacunas. Su actividad estimuladora es también beneficiosa para el desarrollo de respuestas inmunes especificas
antigénicas dirigidas contra antigenos proteinicos. Para una variedad de antigenos que requieren respuestas
mucosales fuertes, titulos altos de suero, induccion de CTL y respuestas celulares vigorosas, adyuvantes y
combinaciones de citocina/linfoquina proporcionan estimulos que no se proporcionan en la mayoria de las
preparaciones de antigeno.

Como se usa en este documento, la expresion "adyuvante de vacuna" o "terapia de vacuna" pretende significar el
uso de un agonista de IL-21/IL-21R, por ejemplo, un polipéptido o polinucleétido de IL-21 que codifica el mismo, en
combinacion con un antigeno (por ejemplo, polipéptidos virales, parasitarios y bacterianos, proteinas o péptidos), u
otros antigenos (por ejemplo, polipéptidos de células de cancer o tumorales, proteinas o péptidos) o polinucleétidos
que codifican el antigeno para potenciar, suprimir 0 de otra manera modular una respuesta inmune al antigeno. A
efectos de esta definicion, se entendera por "combinacién" el uso junto con, simultaneo con (combinado o no
combinado) o secuencialmente con un antigeno.

El término “composicién de adyuvante de vacuna” se refiere a un adyuvante de vacuna que adicionalmente incluye
diluyentes o portadores inmunolégicamente aceptables de una manera convencional para preparar soluciones o
suspensiones liquidas inyectables. La composicion de adyuvante de vacuna puede incluir adicionalmente agentes
que potencian adicionalmente una respuesta inmune provocada por IL-21. Por ejemplo, la composicién de
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adyuvante de vacuna puede incluir adicionalmente monofosforil 3-O-desacilado lipido A (MPL™) o monofosforil
lipido A y derivados y anéalogos del mismo. MPL™ se puede usar en un intervalo de 1-100ug/dosis.

Los antigenos utilizados para la terapia de vacunacion incluyen proteinas, péptidos o polipéptidos derivados de
proteinas inmunogénicas y no inmunogénicas, asi como cualquiera de los siguientes: sacéridos, proteinas, poli- u
oligonucledtidos u otros componentes macromoleculares, o fragmentos de los mismos. Como se usa en esta
seccién, un “péptido” comprende una serie de al menos seis aminoacidos y contiene al menos un determinante
antigénico, mientras que un “polipéptido” es una molécula mas larga que un péptido, pero no constituye una proteina
de longitud completa. Como se usa en este documento, un "fragmento" comprende una porcién, pero menos que la
totalidad de un sacarido, proteina, poli u oligonucleétido u otros componentes macromoleculares.

Como se usa en este documento, el término "cantidad de adyuvante eficaz" significa una dosis de la combinacion de
adyuvantes descritos en este documento, que es apropiada para provocar una respuesta inmune aumentada en un
huésped vertebrado. La dosificacion particular dependera en parte de la edad, peso y estado médico del huésped,
asi como del método de administracion y del antigeno.

La composicién de adyuvante de vacuna de la divulgacion se puede administrar a un vertebrado humano o no
humano mediante una variedad de rutas, incluyendo, pero no limitdndose a, intranasal, oral, vaginal, rectal,
parenteral, intradérmica, transdérmica (véase, por ejemplo, la solicitud internacional WO 98/20734 (44),
intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, intravenosa e intraarterial. La cantidad del componente o componentes
antigénicos de la composicion antigénica variara dependiendo en parte de la identidad del antigeno, asi como de la
edad, peso y estado médico del huésped, asi como del método de administracion. Una vez mas, las dosis
apropiadas son facilmente determinadas por los expertos en el arte. Es preferible, aunque no se requiere, que el
antigeno y la combinaciéon de adyuvantes se administren al mismo tiempo. El nimero de dosis y el régimen de
dosificacién para la composicion antigénica también se determinan facilmente por los expertos en el arte. En algunos
casos, las propiedades adyuvantes de la combinacién de adyuvantes pueden reducir el nimero de dosis necesarias
o la duracién del régimen de dosificacion.

Las combinaciones de adyuvantes de esta divulgacién son apropiadas para uso en combinacién con una amplia
variedad de antigenos de una amplia variedad de microorganismos patégenos, incluyendo, pero no limitando a virus,
bacterias, hongos o microorganismos parasitarios que infectan seres humanos y vertebrados no humanos, o de una
célula cancerigena o célula tumoral (por ejemplo, sarcoma, melanoma, linfoma, leucemia, neuroblastoma,
carcinoma). El antigeno puede comprender péptidos o polipéptidos derivados de proteinas, asi como fragmentos de
cualquiera de los siguientes: sacaridos, proteinas, poli u oligonucleétidos, células cancerigenas o tumorales,
alérgenos, proteina peptidica amiloide u otros componentes macromoleculares. En algunos casos, se incluye mas
de un antigeno en la composicion antigénica.

Las vacunas viricas deseables que contienen las combinaciones de adyuvantes de esta divulgacion incluyen
aquellas dirigidas a la prevencién y/o tratamiento de enfermedades causadas, sin limitacion, por virus de
inmunodeficiencia humana, virus de inmunodeficiencia de Simian, virus sincicial respiratorio, virus de parainfluenza
de los tipos 1-3, Virus de la influenza, virus del herpes simple, citomegalovirus humano, virus de la hepatitis A, virus
de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, virus del papiloma humano, poliovirus, rotavirus, calicivirus, virus del
sarampidn, virus de las paperas, virus de la rubéola, adenovirus, virus de la rabia, virus del moquillo canino, virus de
la peste bovina, coronavirus, parvovirus, virus de la rinotraqueitis infecciosa, virus de la leucemia felina, virus de la
peritonitis infecciosa felina, virus de la enfermedad bursal infecciosa aviar, virus de la enfermedad de Newcastle,
virus de la enfermedad de Marek, virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino, virus de la arteritis equina y
diversos virus de la encefalitis. En una realizacién, los agonistas de IL-21/IL-21R se administran en combinacién con
un antagonista de TNF, por ejemplo, un antagonista de TNF como se describe en este documento, para tratar una
infeccion por el virus de la hepatitis C

Las vacunas bacterianas deseables que contienen las combinaciones de adyuvantes de esta divulgacién incluyen
aquellas dirigidas a la prevencion y/o tratamiento de enfermedades causadas, sin limitacion, por Haemophilus
influenzae (tanto tipificable como no tipificable), Haemophilus somnus, Moraxella catarrhalis, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus faecalis, Helicobacter pylori,
Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia psittaci,
Bordetella pertussis, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Salmonella choleraesuis, Escherichia coli, Shigella,
Vibrio cholerae, Corynebacterium diphtheriae, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium- Mycobacterium
intracellulare complex, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Clostridium tetani, Leptospira
interrogans, Borrelia burgdorferi, Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae y
Mycoplasma gallisepticum.

Las vacunas deseables contra patégenos fungicos que contienen las combinaciones de adyuvantes de esta
divulgacién incluyen aquellas dirigidas a la prevencion y/o tratamiento de enfermedades causadas, sin limitacion, por
Aspergillis, Blastomyces, Candida, Coccidiodes, Cryptococcus e Histoplasma.

Las vacunas deseables contra parasitos que contienen las combinaciones de adyuvantes de esta divulgacion
incluyen aquellas dirigidas a la prevencion y/o tratamiento de enfermedades causadas, sin limitacion, por Leishmania
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major, Ascaris, Trichuris, Giardia, Schistosoma, Cryptosporidium, Trichomonas, Toxoplasma gondiiy Pneumocystis
carinii.

Las vacunas deseables para provocar un efecto anticancerigeno terapéutico o profilactico en un huésped
vertebrado, que contienen las combinaciones de adyuvantes de esta divulgacion, incluyen aquellas que utilizan un
antigeno de cancer o antigeno asociado a tumor incluyendo, sin limitacioén, antigeno especifico de préstata (PSA),
antigeno de membrana especifico de préstata (PSMA), antigeno carcinoembrionario (CEA), MUC-1, Her2, CA-125,
MAGE-3, EGFR, HELP, GCC, CD66-c, prostasina, TMPRSS3, TADG 12 y TADG 15.

Las vacunas deseables para moderar las respuestas a los alérgenos en un huésped vertebrado, que contienen las
combinaciones de adyuvantes de esta divulgacién incluyen las que contienen un alérgeno o fragmento de la misma.
Ejemplos de tales alergenos se describen en la Patente de los Estados Unidos Numero 5,830,877 (45) y en la
Solicitud de Patente Internacional Publicada Niumero WO 99/51259 (46), e incluyen polen, venenos de insectos,
caspa de animales, esporas de hongos y farmacos (tales como penicilina). Las vacunas interfieren con la produccion
de anticuerpos IgE, una causa conocida de reacciones alérgicas.

Las vacunas deseables para prevenir o tratar enfermedades caracterizadas por deposicién de amiloide en un
huésped vertebrado, que contienen las combinaciones de adyuvantes de esta divulgacion, incluyen aquellas que
contienen porciones de proteina de péptido amiloide (APP). Esta enfermedad se denomina de manera diversa como
enfermedad de Alzheimer, amiloidosis o enfermedad amiloidogénica. De este modo, las vacunas de esta divulgacion
incluyen las combinaciones adyuvantes de esta divulgacion mas el péptido AB, asi como fragmentos de péptido AR y
anticuerpos contra el péptido AB o fragmentos de los mismos.

En el caso de VIH y SIV, las composiciones antigénicas comprenden al menos una proteina, polipéptido, péptido o
fragmento derivado de dicha proteina. En algunos casos, se incluyen multiples proteinas, polipéptidos, péptidos y/o
fragmentos de VIH o SIV en la composicién antigénica.

Las formulaciones de combinaciéon adyuvante de esta divulgacién también son apropiadas para su inclusion como
un adyuvante en vacunas de polinucleétidos (también conocidas como vacunas de ADN). Dichas vacunas pueden
incluir ademéas agentes facilitadores tales como bupivicaina (véase la Patente de los Estados Unidos Numero
5,593,972 (49).

Usos de los antagonistas de IL-21/IL-21R para disminuir la actividad de la célula inmune

En incluso otro aspecto, la divulgacion presenta un método para inhibir la actividad de una célula inmune, por
ejemplo, células T maduras (células T CD8+ maduras, células T CD4+ maduras), células NK maduras, células B,
macréfagos y megacariocitos, o una poblacion de los mismos, poniendo en contacto una poblacién de células T con
un antagonista de IL-21/IL-21R en una cantidad suficiente para inhibir la actividad de la célula o poblaciéon inmune.
También se pueden administrar antagonistas de IL-21 y/o IL-21R (por ejemplo, una proteina de fusion o un
anticuerpo neutralizante, como se describe en este documento) a sujetos para los que se desea la inhibicién de una
respuesta inmune. Estas condiciones incluyen, por ejemplo, trastornos autoinmunes (por ejemplo, trastornos
artriticos), o trasplante de 6rganos.

Los solicitantes han demostrado que una reduccién de la actividad de IL-21R usando una proteina de fusion
neutralizante que incluye el dominio extracelular de la IL-21R fusionada a una region de inmunoglobulina Fc mejora
los sintomas inflamatorios en modelos animales de artritis inducida con colageno (CIA) en ratén (Ejemplo 7). La
expresion del ARNm de IL-21R se aumenta en las patas de ratones con CIA (Ejemplo 8). De acuerdo con lo anterior,
se pueden usar agentes de unién a IL-21R que antagonizan la actividad de IL-21/IL-21R para inducir la supresion
inmune in vivo, por ejemplo, para tratar o prevenir patologias asociadas con células inmunes, incluyendo rechazo de
trasplantes y trastornos autoinmunes.

El ADN de IL-21R también se correlaciona con el locus cromos6mico para la enfermedad de Crohn. Como resultado,
los agentes de unién de la presente divulgacién se pueden usar para tratar la enfermedad de Crohn y otras
enfermedades inflamatorias intestinales.

El método en cuestiébn se puede usar también para modular (por ejemplo, inhibir) la actividad, por ejemplo,
proliferacién, diferenciacién, supervivencia) de una célula inmune o hematopoyética (por ejemplo, una célula de
linajes mieloides, linfoides, eritroides o células precursoras de los mismos), y, de este modo, se puede usar para
tratar o prevenir una variedad de trastornos inmunes. Ejemplos no limitantes de los trastornos que se pueden tratar o
prevenir incluyen, pero no se limitan a, rechazo de trasplante, enfermedades autoinmunes (incluyendo, por ejemplo,
diabetes mellitus, artritis (incluyendo artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, osteoartritis, artritis psoriasica),
esclerosis multiple, encefalomielitis, miastenia gravis, lupus eritematoso sistémico, tiroiditis autoinmune, dermatitis
(incluyendo dermatitis atopica y dermatitis eccematosa), psoriasis, sindrome de Sjdégren, enfermedad de Crohn,
Ulcera aftosa, iritis, conjuntivitis, queratoconjuntivitis, colitis ulcerativa, espondiloartropatia, espondilitis anquilosante,
asma intrinseca, asma alérgica, lupus eritematoso cutaneo, esclerodermia, vaginitis, proctitis, erupciones por
farmacos, reacciones de reversion de la lepra, eritema nudoso leproso, uveitis autoinmune, encefalomielitis alérgica,
encefalopatia hemorragica necrotizante aguda, pérdida auditiva sensorioneural bilateral progresiva idiopatica,
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anemia aplasica, anemia de glébulos rojos puros, trombocitopenia idiopatica, policondritis, granulomatosis de
Wegener, hepatitis cronica activa, sindrome de Stevens-Johnson, esprue idiopatico, liquen plano, enfermedad de
Graves, sarcoidosis, cirrosis biliar primaria, uveitis posterior y fibrosis pulmonar intersticial), enfermedad de injerto
contra huésped, y alergia tal como, alergia atdpica. Los trastornos preferidos que pueden ser tratados usando los
agentes de unién descritos y/o reivindicados en este documento

incluyen trastornos artriticos (por ejemplo, artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, osteoartritis, artritis
psoriasica y espondilitis anquilosante (preferiblemente artritis reumatoide)), esclerosis multiple, diabetes tipo I, lupus
(SLE), IBD, enfermedad de Crohn, asma, vasculitis, alergia, esclerodermia y psoriasis.

En otra realizacion, se pueden usar antagonistas de IL-21/IL-21R, solos o en combinacién con otros agentes
terapéuticos como se describe en este documento (por ejemplo, antagonistas de TNF) para tratar mieloma multiple y
neoplasias linfociticas de linfocitos B relacionadas (Brenne, A. et al. (2002) Blood Vol. 99(10):3756-3762).

Usando los antagonistas de IL-21/IL-21R, es posible modular las respuestas inmunes, de varias maneras. La
inhibicion de la expresién puede estar en forma de inhibicién o bloqueo de una respuesta inmune ya en curso o
puede implicar la prevencién de la induccion de una respuesta inmune. Las funciones de las células T activadas se
puede inhibir suprimiendo respuestas de células T o induciendo tolerancia especifica en células T, o ambas. La
inmunosupresiéon de las respuestas de las células T es generalmente un procedimiento activo, especifico de no
antigenos, que requiere la exposicion continta de las células T al agente de agotamiento. La tolerancia, que implica
inducir falta de respuesta o anergia en las células T, se puede distinguir de la inmunosupresién en el sentido de que
es generalmente especifica del antigeno y persiste después de que ha cesado la exposicion al agente tolerante.
Operacionalmente, la tolerancia se puede demostrar por la falta de una respuesta de células T tras la reexposiciéon a
un antigeno especifico en ausencia del agente tolerante.

La inhibicién de la expresion o prevenciéon de una o mas funciones antigénicas (incluyendo, sin limitacion, las
funciones del antigeno de linfocitos B, por ejemplo, la prevencién de la sintesis de linfoquinas de alto nivel por
células T activadas, sera util en situaciones de trasplante de tejido, piel y érgano y en enfermedad de injerto contra
huésped (GVHD). Por ejemplo, el bloqueo de la funcién de las células T debe dar como resultado una reduccion de
la destruccion tisular en el trasplante de tejido. Por lo general, en los trasplantes de tejido, el rechazo del trasplante
se inicia a través de su reconocimiento como extrafio por las células T, seguido por una reaccion inmune que
destruye el trasplante. La administracion de un antagonista de IL-21/IL-21R, en combinaciéon con una molécula que
inhibe o bloquea la interaccién de un antigeno de linfocito B7 con su(s) ligando(s) natural(es) en células inmunes
(tales como una forma monomérica, soluble de un péptido que tiene actividad B7-2 sola o en conjuncién con una
forma monomérica de un péptido que tiene una actividad de otro antigeno de linfocito B (por ejemplo, B7-1, B7-3) o
anticuerpo de bloqueo), antes del trasplante puede conducir a la unién de la molécula al ligando(s) natural(es) sobre
las células inmunes sin transmitir la sefial coestimuladora correspondiente. El bloqueo de la funcién del antigeno de
los linfocitos B en esta materia evita la sintesis de citocinas por las células inmunes, tales como las células T, y de
este modo actia como un inmunosupresor. Ademas, la falta de coestimulacion puede ser también suficiente para
energizar las células T, induciendo asi tolerancia en un sujeto. La induccién de tolerancia a largo plazo por los
reactivos de bloqueo del antigeno de linfocitos B puede evitar la necesidad de una administracion repetida de estos
reactivos de bloqueo. Para conseguir una inmunosupresién o tolerancia suficiente en un sujeto, también puede ser
necesario bloquear la funcién de una combinacién de antigenos de linfocitos B.

La eficacia de reactivos de bloqueo particulares en la prevencion del rechazo de trasplante de 6rganos o GVHD se
puede evaluar usando modelos animales que son predictivos de eficacia en seres humanos. Ejemplos de sistemas
apropiados que se pueden usar incluyen injertos cardiacos alogénicos en ratas e injertos de células de islotes
pancreaticos xenogénicos en ratones, los cuales se han usado para examinar los efectos inmunosupresores de las
proteinas de fusién CTLA4lg in vivo como se describe en Lenschow et al., Science 257:789-792 (1992) y Turka et
al., Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A., 89:11102-11105 (1992). Ademas, se pueden usar modelos murinos de GVHD
(véase Paul ed., Fundamental Immunology, Raven Press, New York, 1989, pp. 846-847) para determinar el efecto
del bloqueo de la funciéon del antigeno de linfocitos B in vivo sobre el desarrollo de esa enfermedad.

El bloqueo de la funcién del antigeno también puede ser terapéuticamente U(til para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes. Muchos trastornos autoinmunes son el resultado de la activacion inapropiada de células T que son
reactivas contra el tejido propio y que promueven la produccion de citocinas y autoanticuerpos implicados en la
patologia de las enfermedades. La prevencién de la activacion de las células T autorreactivas puede reducir o
eliminar los sintomas de la enfermedad. La administracion de antagonistas de IL-21/IL-21R en combinacion con
reactivos que bloguean la coestimulacion de células T interrumpiendo interacciones receptor: ligando de antigenos
de linfocitos B se puede utilizar para inhibir la activacién de células T y prevenir la produccién de autoanticuerpos o
citocinas derivadas de células T, que pueden estar involucradas en el procedimiento de la enfermedad. Ademas, los
antagonistas de IL-21/IL-21R en combinacién con reactivos de bloqueo pueden inducir tolerancia especifica a
antigeno de células T autorreactivas que podrian conducir a un alivio a largo plazo de la enfermedad. La eficacia de
estos agentes en la prevencion o alivio de trastornos autoinmunes se puede determinar usando una serie de
modelos animales bien caracterizados de enfermedades autoinmunes humanas. Los ejemplos incluyen encefalitis
autoinmune experimental murina, lupus eritematoso sistémico en ratones MRL/Ipr/lpr o ratones hibridos NZB, artritis
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de colageno autoinmune murina, diabetes mellitus en ratones NOD y ratas BB y miastenia gravis experimental
murina (véase Paul ed., Fundamental Immunology, Raven Press, New York, 1989, pp. 840-856).

En una realizacion, los antagonistas de IL-21/IL-21R, por ejemplo, composiciones farmacéuticas de los mismos, se
administran en terapia de combinacion, esto es, combinados con otros agentes, por ejemplo, agentes terapéuticos,
que son Utiles para tratar afecciones o trastornos patolégicos, tales como trastornos inmunitarios e inflamatorios. El
término "en combinacién" en este contexto significa que los agentes se dan sustancialmente simultaneamente, ya
sea de forma simultanea o secuencialmente. Si se administra secuencialmente, al comienzo de la administracion del
segundo compuesto, el primero de los dos compuestos es preferiblemente todavia detectable a concentraciones
efectivas en el sitio de tratamiento.

Por ejemplo, la terapia de combinaciéon puede incluir uno o mas antagonistas de IL-21/IL-21R, por ejemplo, un
anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo (por ejemplo, un anticuerpo quimérico, humanizado,
humano o generado in vitro o fragmento de unién a antigenos del mismo) contra el receptor de IL-21 o IL-21, una
proteina de fusion de IL-21, un receptor soluble de IL-21, un inhibidor peptidico o un inhibidor de molécula pequeia)
coformulados con, y/o coadministrados con uno o mas agentes terapéuticos adicionales, por ejemplo, uno o mas
citocinas e inhibidores del factor de crecimiento, inmunosupresores, agentes antiinflamatorios, inhibidores
metabdlicos, inhibidores enzimaticos y/o agentes citotdxicos o citostaticos, como se describe con mas detalle a
continuacion. Ademas, uno o mas antagonistas de IL-21/IL-21R descritos en este documento se pueden usar en
combinacion con dos o mas de los agentes terapéuticos descritos en este documento. Tales terapias de
combinacion pueden utilizar ventajosamente dosificaciones mas bajas de los agentes terapéuticos administrados,
evitando de este modo posibles toxicidades o complicaciones asociadas con las diversas monoterapias. Ademas, los
agentes terapéuticos descritos en este documento actdan sobre vias que difieren de la via del receptor de IL-21/IL-
21R, y de este modo se espera que aumenten y/o se sinergicen con los efectos de los antagonistas de IL-21/IL-21R.

Los agentes terapéuticos preferidos usados en combinacién con un antagonista de IL-21/IL-21R son aquellos
agentes que interfieren en diferentes etapas en la respuesta autoinmune y posterior inflamatoria. En una realizacién,
uno o mas antagonistas de IL-21/IL-21R descritos en este documento pueden ser coformulados con, y/o
coadministrados con, uno 0 mas agentes adicionales tales como otros citocinas o antagonistas del factor de
crecimiento (por ejemplo, receptores solubles, inhibidores peptidicos, moléculas pequefias, fusiones de ligandos); o
anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos que se unen a otros objetivos (por ejemplo,
anticuerpos que se unen a otras citocinas o factores de crecimiento, sus receptores u otras moléculas de superficie
celular); y citocinas antiinflamatorias o agonistas de las mismas. Ejemplos no limitantes de los agentes que se
pueden usar en combinacion con los antagonistas de IL-21/IL-21R descritos en este documento, incluyen, pero no
se limitan a, antagonistas de una o mas interleucinas (IL) o sus receptores, por ejemplo antagonistas de IL-1, IL-2,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-18, y IL-22; antagonistas de citocinas o factores de crecimiento o sus
receptores, tales como factor de necrosis tumoral (TNF), LT, EMAP-II, GM-CSF, FGF y PDGF. Los antagonistas de
IL-21/IL-21R también se pueden combinar con inhibidores de, por ejemplo, anticuerpos contra moléculas de
superficie celular tales como CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80 (B7.1), CD86
(B7.2), CD90, o sus ligandos, incluyendo CD154 (gp39 o CD40L), o LFA-1/ICAM-1 y VLA-4/NNCAM-1 (Yusuf-
Makagiansar H. et al. (2002) Med Res Rev 22(2):146-67). Los antagonistas preferidos que se pueden usar en
combinacion con antagonistas de IL-21/IL-21R descritos en este documento incluyen antagonistas de IL-1, IL-12,
TNFa, IL-15, IL-17, IL-18, y IL-22.

Ejemplos de estos agentes incluyen antagonistas de IL-12, tales como anticuerpos quiméricos, humanizados,
humanos o generados in vitro (o fragmentos de uni6én a antigenos de los mismos) que se unen a IL-12
(preferiblemente IL-12 humana), por ejemplo, el anticuerpo descrito en el documento WO 00/56772, Genetics
Institute/BASF); inhibidores del receptor de IL-12, por ejemplo, anticuerpos contra el receptor de IL-12 humano; y
fragmentos solubles del receptor de IL-12, por ejemplo, receptor de IL-12 humano. Ejemplos de antagonistas de IL-
15 incluyen anticuerpos (o fragmentos de unién a antigenos del mismo) contra IL-15 o su receptor, por ejemplo,
anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o generados in vitro a IL-15 humana o su receptor, fragmentos
solubles de receptor de IL-15, y las proteinas de uniéon a IL-15. Ejemplos de antagonistas de IL-18 incluyen
anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o generados in vitro (o fragmentos de
unién a antigeno de los mismos), a IL-18 humana, fragmentos solubles del receptor de IL-18 y proteinas de union a
IL-18 (IL-18BP, Mallet et al. (2001) Circ. Res. 28). Ejemplos de antagonistas de IL-1 incluyen inhibidores de la
enzima de conversion de la interleucina-1 (ICE), tales como Vx740, antagonistas de IL-1, por ejemplo, IL-1RA
(ANIKINRA, AMGEN), sIL1RII (Immunex), y anticuerpos del receptor anti-IL-1 (o fragmentos de unién a antigeno de
los mismos).

Ejemplos de antagonistas de TNF incluyen anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o generados in vitro (o
fragmentos de union a antigenos de los mismos) a TNF (por ejemplo, TNFa humano), tales como D2E7, (anticuerpo
de TNFa humano, U.S. 6,258,562; BASF), CDP-571/CDP-870/BAY-10-3356 (anticuerpo anti-TNFa humanizado,
Celltech/Pharmacia), cA2 (anticuerpo anti-TNFa quimérico, RemicadeTM, Centocor); fragmentos de anticuerpo anti-
TNF (por ejemplo, CPD870); fragmentos solubles de los receptores de TNF, por ejemplo, receptores de TNF
humano p55 o p75 o derivados del mismo, por ejemplo, TNFR-IgG de 75 kd (proteina de fusion del receptor TNF-
IgG de 75 kD, Enbrel™, Immunex, véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1994) Vol. 37, S295; J. Invest. Med.
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(1996) Vol. 44, 235A), TNFR-IgG de p55 kd proteina de fusion del receptor de TNF de 55 kD (Lenercept));
antagonistas de enzima, por ejemplo, inhibidores de la enzima convertidora de TNFa (TACE) (por ejemplo, un
derivado de &cido alfa-sulfonil hidroxamico, WO 01/55112, e inhibidor de TACE N-hidroxiformamida GW 3333, -005
0 -022); y TNF-bp/s-TNFR (proteina soluble de uniéon a TNF, véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol.
39, No. 9 (suplemento), S284; Amer. J. Physiol.-Heart and Circulatory Physiology (1995) Vol. 268, pp. 37-42). Los
antagonistas de TNF preferidos son fragmentos solubles de los receptores de TNF, por ejemplo, receptores de TNF
humanos p55 o p75 o derivados de los mismos, por ejemplo, inhibidores de TNFR-IgG de 75 kd, e inhibidores de la
enzima convertidora de TNFa (TACE).

En otras realizaciones, los agentes de union de IL-21-/IL21R descritos en este documento se pueden administrar en
combinacion con uno o méas de los siguientes: antagonistas de IL-13, por ejemplo, receptores de IL-13 solubles (slL-
13) y/o anticuerpos contra IL-13; antagonistas de IL-2, por ejemplo DAB 486-IL-2 y/o DAB 389-IL-2 (proteinas de
fusién de IL-2, Seragen, véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1993) Vol. 36, 1223), y/o anticuerpos contra IL-
2R, por ejemplo anti-Tac (anti-IL-2R humanizado, Protein Design Labs, Cancer Res. 1990 Mar 1;50(5):1495-502).
Incluso otra combinacién incluye antagonistas de IL-21 en combinacién con inhibidores anti-CD4 no agotado (IDEC-
CE9.1/SB 210396 (anticuerpo anti-CD4 primatizado no agotado, IDEC/SmithKline). Incluso otras combinaciones
preferidas incluyen antagonistas de la via coestimuladora CD80 (B7.1) o CD86 (B7.2) incluyendo anticuerpos,
receptores solubles o ligandos antagonistas, asi como el ligando de glicoproteina de p-selectina (PSGL), citocinas
antiinflamatorias, por ejemplo, IL-4 (DNAX/Schering); IL-10 (SCH 52000; IL-10 recombinante DNAX/Schering); IL- 13
y TGFh, y agonistas de los mismos (por ejemplo, anticuerpos agonistas).

En otras realizaciones, uno o mas agentes de union a IL-21-/IL21R se pueden coformular con, y/o coadministrar con,
uno o mas farmacos anti-inflamatorios, inmunosupresores, o inhibidores metabdlicos o enzimaticos. Ejemplos no
limitantes de los farmacos o inhibidores que se pueden usar en combinacion con los antagonistas de IL-21 descritos
en este documento, incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de: farmaco(s) antiinflamatorios no esteroideos
(NSAID), por ejemplo, ibuprofeno, Tenidap (véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9
(suplemento), S280)), naproxeno (véase, por ejemplo, Neuro Report (1996) Vol. 7, pp. 1209-1213), Meloxicam,
Piroxicam, Diclofenaco e Indometacina; Sulfasalazina (véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39,
No. 9 (suplemento), S281); corticosteroides tales como prednisolona; farmaco(s) antiinflamatorios supresores de
citocinas (CSAID); inhibidores de la biosintesis de nucleétidos, por ejemplo, inhibidores de la biosintesis de purinas,
antagonistas de folato (por ejemplo, metotrexato (acido N-[4-[[(2,4-diamino-6-pteridinil)metillmetilamino]benzoil]-L-
glutamico); e inhibidores de la biosintesis de pirimidina, por ejemplo, inhibidores de la dihidroorotato deshidrogenasa
(DHODH) (por ejemplo, leflunomida (véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento),
S131; Inflammation Research (1996) Vol. 45, pp. 103-107). Los agentes terapéuticos preferidos para uso en
combinacion con antagonistas de IL-21/IL-21R incluyen NSAID, CSAID, inhibidores de DHODH (por ejemplo,
leflunomida) y antagonistas de folato (por ejemplo, metotrexato).

Ejemplos de inhibidores adicionales incluyen uno o mas de: corticosteroides (inyeccion oral, inhalada y local);
inmunosupresores, por ejemplo, ciclosporina, tacrolimus (FK-506); y los inhibidores de mTOR, por ejemplo,
derivados de sirolimus (rapamicina) o rapamicina, por ejemplo, derivados de rapamicina solubles (por ejemplo,
derivados de rapamicina de éster, por ejemplo, CCI-779 (Elit. L. (2002) Current Opinion Investig. Drugs 3(8):1249-
53; Huang, S. et al.. (2002) Current Opinion Investig. Drugs 3(2):295-304); agentes que interfieren con la
sefalizacion por citocinas proinflamatorias tales como TNFa o IL-1 (por ejemplo, inhibidores de IRAK, NIK, IKK, p38
o MAP quinasa), inhibidores de COX2, por ejemplo, celecoxib y variantes de los mismos, MK-966, véase, por
ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento), S81); inhibidores de la fosfodiesterasa, por
ejemplo, R973401 (inhibidor de la fosfodiesterasa de tipo IV, véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol.
39, No. 9 (suplemento), S282)); inhibidores de fosfolipasa, por ejemplo, inhibidores de la fosfolipasa 2 citosélica
(cPLA2) (por ejemplo, analogos de trifluorometilcetona (U.S. 6,350,892)); inhibidores del factor de crecimiento de las
células endoteliales vasculares o del receptor del factor de crecimiento, por ejemplo, inhibidor de VEGF y/o inhibidor
de VEGF-R; e inhibidores de la angiogénesis. Los agentes terapéuticos preferidos para uso en combinacién con
inmunosupresores antagonistas de IL-21/IL-21R, por ejemplo, ciclosporina, tacrolimus (FK-506); e inhibidores
mTOR, por ejemplo, sirolimus (rapamicina) o derivados de rapamicina, por ejemplo, derivados solubles de
rapamicina (por ejemplo, derivados éster de rapamicina, por ejemplo, CCI-779; inhibidores de COX2, por ejemplo,
celecoxib y variantes del mismo; e inhibidores de fosfolipasa, por ejemplo, inhibidores de fosfolipasa citosélica 2
(cPLA2) (por ejemplo, analogos de trifluorometilcetona)

Ejemplos adicionales de agentes terapéuticos que se pueden combinar con un antagonista de IL-21/IL-21R incluyen
uno o mas de: 6-mercaptopurinas (6-MP); azatioprina sulfasalazina; mesalazina; olsalazina
cloroquinina/hidroxicloroquina; pencilamina; aurotiomalato (intramuscular y oral); zatioprina; cochicina; agonistas
adrenorreceptores beta-2 (salbutamol, terbutalina, salmeteral); xantinas (teofilina, arninofilina); cromoglicato;
nedocromil; Ketotifeno; ipratropio y oxitropio; micofenolato mofetilo; agonistas de adenosina; agentes
antitromboticos; inhibidores del complemento; y agentes adrenérgicos.

El uso de los agentes de union de IL-21-/IL21R descritos en este documento en combinacién con otros agentes
terapéuticos para tratar o prevenir trastornos inmunes especificos se discute con mas detalle a continuacion.
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Ejemplos no limitantes de agentes para tratar o prevenir trastornos artriticos (por ejemplo, artritis reumatoide, artritis
inflamatoria, artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, osteoartritis y artritis psoriasica), con los que se puede
combinar un agente de unién a IL-21-/IL21R incluyen uno o mas de los siguientes: antagonistas de IL-12 como se
describe en este documento, NSAID; CSAID; TNF, por ejemplo, TNFa, antagonistas como se describe en este
documento; anticuerpos anti-CD4 no agotado como se describe en este documento; antagonistas de IL-2 como se
describe en este documento; citocinas antiinflamatorias, por ejemplo, IL-4, IL-10, IL-13 y TGFa, o agonistas de las
mismas; antagonistas del receptor de IL-1 o IL-1 como se describe en este documento); inhibidores de
fosfodiesterasa como se describe en este documento; inhibidores de COX-2 como se describe en este documento;
iloprost (véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento), S82); metotrexato;
talidomida (véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento), S282) y farmacos
relacionados con la talidomida (por ejemplo, Celgen); leflunomida; inhibidor de la activacién del plasminégeno, por
ejemplo, acido tranexamico; véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento), S284);
inhibidor de citocina, por ejemplo, T-614; véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9
(suplemento), S282); prostaglandina E1 (véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9
(suplemento), S282); azatioprina (véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento),
S281); un inhibidor de la enzima de conversion de la interleucina-1 (ICE); zap-70 y/o inhibidor de Ick (inhibidor de la
tirosina quinasa zap-70 o Ick); un inhibidor del factor de crecimiento de células endoteliales vasculares o receptor del
factor de crecimiento de células endoteliales vasculares como se describe en este documento; un inhibidor de la
angiogénesis como se describe en este documento; farmacos antiinflamatorios corticosteroides (por ejemplo,
SB203580); inhibidores de TNF convertasa; interleucina-11 (véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol.
39, No. 9 (suplemento), S296); interleucina-13 (véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9
(suplemento), S308); inhibidores de la interleucina-17 (véase, por ejemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39,
No. 9 (suplemento), S120); oro; penicilamina; cloroquina; hidroxicloroquina; clorambucil; ciclofosfamida; ciclosporina;
irradiacion linfoide total; globulina antitimocito; toxinas CD5; péptidos administrados por via oral y colageno;
lobenzarit disédico; agentes reguladores de citocinas (CRA) HP228 y HP466 (Houghten Pharmaceuticals, Inc.);
oligodesoxinuclettidos de fosforotioato antisentido ICAM-1 (ISIS 2302; Isis Pharmaceuticals, Inc.); receptor de
complemento soluble 1 (TP10; T Cell Sciences, Inc.); prednisona; orgoteina; polisulfato de glicosaminoglicano;
minociclina; anticuerpos anti-IL2R; lipidos marinos y botanicos (acidos grasos de semillas de peces y plantas, véase,
por ejemplo, DelLuca et al. (1995) Rheum. Dis. Clin. North Am. 21:759-777); auranofina; fenilbutazona; &cido
meclofenamico; acido flufenamico; inmunoglobulina intravenosa; zileuton; acido micofendlico (RS-61443); tacrolimus
(FK-506); Sirolimus (rapamicina); amiprilosa (terafectina); cladribina (2-clorodesoxiadenosina); y azaribina. Las
combinaciones preferidas incluyen uno o mas antagonistas de IL-21 en combinacién con metotrexato o leflunomida,
y en casos de artritis reumatoide moderada o grave, ciclosporina.

Los ejemplos preferidos de inhibidores para usar en combinacion con UL-21/IL-21R para tratar trastornos artriticos
incluyen antagonistas de TNF (por ejemplo, anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o generados in vitro, o
fragmentos de unién a antigenos de los mismos, que se unen a TNF, fragmentos solubles de un receptor de TNF,
por ejemplo, receptor de TNF humano p55 o p75 o derivados del mismo, por ejemplo, TNFR-IgG de 75 kd (proteina
de fusion del receptor de TNF de 75 kD, Enbrel™), proteina de fusion del receptor de TNF de p55 kD; antagonistas
de la enzima TNF, por ejemplo, inhibidores de la enzima convertidora de TNFa (TACE)); antagonistas de IL-12, IL-
15, IL-17, IL-18, IL-22; agentes supresores de células T y células B (por ejemplo, anticuerpos anti-CD4 o anti-CD22);
inhibidores de molécula pequefa, por ejemplo, metotrexato y leflunomida; sirolimus (rapamicina) y analogos del
mismo, por ejemplo, CCI-779; inhibidores de Cox-2 y cPLA2; NSAID; inhibidores de p38, inhibidores de TPL-2, Mk-2
y NFkb; RAGE o RAGE soluble; inhibidores de P-selectina o inhibidores de PSGL-1 (por ejemplo, inhibidores de
moléculas pequefas, anticuerpos contra los mismos, por ejemplo, anticuerpos contra P-selectina); agonistas de
receptores de estrogeno beta (ERB) o antagonistas de ERBNFkb. Los agentes terapéuticos adicionales mas
preferidos que pueden ser coadministrados y/o coformulados con uno o mas antagonistas de IL-21/IL-21R incluyen
uno o mas de: un fragmento soluble de un receptor de TNF, por ejemplo, receptor de TNF humano p55 o p75 o
derivados del mismo, por ejemplo, TNFR-IgG de 75 kd (proteina de fusién del receptor de TNF de 75 kD, Enbrel™);
metotrexato, leflunomida, o un sirolimus (rapamicina) o un analogo del mismo, por ejemplo, CCI-779.

Ejemplos no limitantes de agentes para tratar o prevenir la esclerosis multiple con los que se puede combinar un
agente de unién a IL-21-/IL21R incluyen los siguientes: interferones, por ejemplo, interferon alfa la (por ejemplo,
Avonex ™; Biogen) e interferon-1b (Betaseron™; Chiron/Berlex); copolimero 1 (Cop-1, Copaxone™, Teva
Pharmaceutical Industries, Inc.); oxigeno hiperbarico; inmunoglobulina intravenosa; clabribina; antagonistas de TNF
como se describe en este documento; corticosteroides; prednisolona; metilprednisolona; azatioprina; ciclofosfamida;
ciclosporina; metotrexato; 4-aminopiridina; y tizanidina. Los antagonistas adicionales que se pueden usar en
combinacion con IL-21 incluyen anticuerpos o antagonistas de otras citocinas humanas o factores de crecimiento,
por ejemplo, TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12 IL-15, IL-16, IL-18, EMAP-11, GMCSF, FGF, y PDGF. Los
antagonistas de IL-21 como se describe en este documento se pueden combinar con anticuerpos para moléculas de
superficie celular tales como CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80, CD86, CD90 o
sus ligandos. Los antagonistas de IL-21 se pueden combinar también con agentes tales como metotrexato,
ciclosporina, FK506, rapamicina, micofenolato de mofetilo, leflunomida, NSAID, por ejemplo, ibuprofeno,
corticosteroides tales como prednisolona, inhibidores de fosfodiesterasa, agonistas de adenosina, agentes
antitromboéticos, inhibidores de complemento, agentes adrenérgicos, agentes que interfieren con la sefializacion por
citocinas proinflamatorias como se describe en este documento, inhibidores de la enzima convertidora de IL-Ib (por
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ejemplo, Vx740), anti-P7s, PSGL, inhibidores de TACE, inhibidores de sefalizacién de células T tales como
inhibidores de quinasas, inhibidores de metaloproteinasas, sulfasalazina, azatloprina, 6-mercaptopurinas, inhibidores
de la enzima convertidora de la angiotensina, receptores de citocina solubles y derivados de los mismos, como se
describe en este documento, y citocinas antiinflamatorias (por ejemplo, IL-4, IL-10, IL-13 y TGF).

Ejemplos preferidos de agentes terapéuticos para la esclerosis miultiple con los que se pueden combinar los
antagonistas de IL-21 incluyen interferén-b, por ejemplo, IFNb-1a e IFNb-1b; copaxona, corticosteroides, inhibidores
de IL-1, inhibidores de TNF, anticuerpos contra el ligando CD40 y CD80, antagonistas de IL-12.

Ejemplos no limitantes de agentes para tratar o prevenir la enfermedad inflamatoria intestinal o la enfermedad de
Crohn con la que se puede combinar un antagonista de IL-21/IL-21R incluyen los siguientes: budenosida; factor de
crecimiento epidérmico; corticosteroides; ciclosporina, sulfasalazina; aminosalicilatos; 6-mercaptopurina; azatioprina;
metronidazol; inhibidores de lipoxigenasa; mesalamina; olsalazina; balsalazida; antioxidantes; inhibidores de
tromboxano; antagonistas del receptor de IL-1; anticuerpos monoclonales anti-IL-1; anticuerpos monoclonales anti-
IL-6; factores de crecimiento; inhibidores de la elastasa; compuestos de piridinil-imidazol; antagonistas de TNF como
se describe en este documento; IL-4, IL-10, IL-13 y/o citocinas de TGFb o agonistas de las mismas (por ejemplo,
anticuerpos agonistas); interleucina-11; profarmacos conjugados con glucurénido o dextrano de prednisolona,
dexametasona o budesonida; oligodesoxinucle6tidos de fosforotioato antisentido ICAM-1 (ISIS 2302; Isis
Pharmaceuticals, Inc.); receptor del complemento soluble 1 (TP10; T Cell Sciences, Inc.); mesalazina de liberacién
lenta; metotrexato; antagonistas del factor activador de plaquetas (PAF); ciprofloxacina; y lignocaina.

En una realizacion, se pueden usar antagonistas de IL-21/I[L21R en combinaciéon con uno 0 mas anticuerpos
dirigidos a otras dianas implicadas en la regulacion de respuestas inmunes, por ejemplo, rechazo de trasplante o
enfermedad de injerto contra huésped. Ejemplos no limitantes de agentes para tratar o prevenir respuestas inmunes
con las que se puede combinar un antagonista de IL-21/IL21R descrito y/o reivindicado en este documento incluyen
los siguientes: anticuerpos contra moléculas de superficie celular, incluyendo, pero sin limitarse a CD25 (receptor-a
de interleucina-2), CD11 a (LFA-1), CD54 (ICAM-1), CD4, CD45, CD28/CTLA4, CD80 (B7-1) y/o CD86 (B7-2). En
incluso otra realizacién, se usa un antagonista de IL-21/IL21R en combinacién con uno o mas agentes
inmunosupresores generales, tales como ciclosporina A o FK506.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere, de acuerdo con lo anterior, a kits para llevar a cabo la
administracion combinada de los antagonistas de IL-21/IL21R con otros compuestos terapéuticos. En una
realizacién, el kit comprende uno o mas agentes de unién formulados en un portador farmacéutico, y al menos un
agente, por ejemplo, un agente terapéutico, formulado segin sea apropiado, en una o mas preparaciones
farmacéuticas separadas.

Ensayos para medir la actividad de los agonistas de IL-21/IL21R como activadores inmunes

La actividad de los agonistas de IL-21/IL21R como activadores de un sistema inmune se puede medir, entre otros
medios, mediante los siguientes métodos:

Los ensayos apropiados para la citotoxicidad de timocitos o esplenocitos incluyen, sin limitacion, los descritos en:
Current Protocols in Immunology, Ed de J. E. Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W Strober,
Pub. Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (Chapter 3, In Vitro assays for Mouse Lymphocyte
Function 3.1-3.19; Chapter 7, Immunologic studies in Humans); Herrmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
78:2488-2492, 1981; Herrmann et al., J. Immunol. 128:1968-1974, 1982; Handa et al., J. Immunol. 135:1564-1572,
1985; Takai et al., J. Immunol. 137:3494-3500, 1986; Takai et al., J. Immunol. 140:508-512, 1988; Herrmann et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:2488-2492,1981; Herrmann et al., J. Immunol. 128:1968-1974, 1982; Handa et al., J.
Immunol. 135:1564-1572, 1985; Takai et al., J. Immunol. 137:3494-3500, 1986; Bowmanet al., J. Virology 61:1992-
1998; Takai et al., J. Immunol. 140:508-512, 1988; Bertagnolli et al., Cellular Immunology 133:327-341, 1991; Brown
et al., J. Immunol. 153:3079-3092, 1994.

Los ensayos para las respuestas de inmunoglobulinas dependientes de células T y la conmutacién de isotipos (que
identificaran, entre otras, proteinas que modulan respuestas de anticuerpos dependientes de células T y que afectan
a los perfiles Th1/Th2) incluyen, sin limitacién, los descritos en: Maliszewski, J. Immunol. 144:3028-3033, 1990; y
Ensayos para la funcion de células B: Produccién in vitro de anticuerpos, Mond, J. J. and Brunswick, M. En Current
Protocols in Immunology. J. E.e.a. Coligan eds. Vol. 1 pp. 3.8.1-3.8.16, John Wiley and Sons, Toronto. 1994.

Los ensayos de reaccion de linfocitos mixtos (MLR) (que identificaran, entre otras, proteinas que generan
predominantemente respuestas Th1 y CTL) incluyen, sin limitacién, los descritos en: Current Protocols in
Immunology, Ed de J. E. Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W Strober, Pub. Greene
Publishing Associates and Wiley-Interscience (Chapter 3, In Vitro assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3.19;
Chapter 7, Immunologic studies in Humans); Takai et al., J. Immunol. 137:3494-3500, 1986; Takai et al., J. Immunol.
140:508-512, 1988; Bertagnolli et al., J. Immunol. 149:3778-3783, 1992.

Los ensayos dependientes de células dendriticas (que identificaran, entre otras, las proteinas expresadas por
células dendriticas que activan células T naive) incluyen, sin limitacion, los descritos en: Guery et al., J. Immunol.
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134:536-544, 1995; Inaba et al., Journal of Experimental Medicine 173:549-559, 1991; Macatonia et al., Journal of
Immunology 154:5071-5079, 1995; Porgador et al., Journal of Experimental Medicine 182:255-260, 1995; Nair et al.,
Journal of Virology 67:4062-4069, 1993; Huang et al., Science 264:961-965, 1994; Macatonia et al., Journal of
Experimental Medicine 169:1255-1264, 1989; Bhardwaj et al., Journal of Clinical Investigation 94:797-807, 1994; e
Inaba et al., Journal of Experimental Medicine 172:631-640, 1990.

Los ensayos para la supervivencia/apoptosis de linfocitos (que identificaran, entre otras, proteinas que previenen la
apoptosis después de la induccion de superantigenos y proteinas que regulan la homeostasis de linfocitos) incluyen,
sin limitacion, los descritos en: Darzynkiewicz et al., Cytometry 13:795-808, 1992; Gorczyca et al., Leukemia 7:659-
670, 1993; Gorczyca et al., Cancer Research 53:1945-1951, 1993; ltoh et al., Cell 66:233-243, 1991; Zacharchuk,
Journal of Immunology 145:4037-4045, 1990; Zamai et al., Cytometry 14:891-897, 1993; Gorczyca et al.,
International Journal of Oncology 1:639-648, 1992.

Los ensayos para proteinas que influyen en etapas tempranas de compromiso y desarrollo de células T incluyen, sin
limitacién, los descritos en Antica et al., Blood 84:111-117, 1994; Fine et al., Cellular Immunology 155:111-122,
1994; Galy et al., Blood 85:2770-2778, 1995; Toki et al., Proc. Nat. Acad Sci. U.S.A. 88:7548-7551, 1991.

Ensayos para medir la actividad de los agonistas o antagonistas de IL-21/IL21R como moduladores de la produccién
de citoquinas y proliferacion/diferenciacion celular

La actividad de los agonistas o antagonistas de IL-21/IL21R como modulador de la produccion de citocinas y la
proliferacién/diferenciaciéon celular se puede ensayar usando cualquiera de una serie de ensayos de proliferacién
celular dependientes de factor de rutina para lineas celulares incluyendo, sin limitacion, 32D, DA2, DA1G, T10, B9,
B9/11, BaF3, MC9/G, M+(preB M+), 2E8, RB5, DA1, 123, T1165, HT2, CTLL2, TF-1, Mo7e y CMK.

Los ensayos para la proliferacion de células T o timocitos incluyen sin limitacién los descritos en: Current Protocols
in Immunology, Ed de J. E. Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W Strober, Pub. Greene
Publishing Associates and Wiley-Interscience (Chapter 3, In Vitro assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3.19;
Chapter 7, Immunologic studies in Humans); Takai et al., J. Immunol. 137:3494-3500, 1986; Bertagnolli et al., J.
Immunol. 145:1706-1712, 1990; Bertagnolli et al., Cellular Immunology 133:327-341, 1991; Bertagnolli, et al., J.
Immunol. 149:3778-3783, 1992; Bowman et al., J. Immunol. 152: 1756-1761, 1994.

Los ensayos para la produccién y/o proliferacion de citocinas de células de bazo, células de ganglios linfaticos o
timocitos incluyen, sin limitacion, los descritos en: Polyclonal T cell stimulation, Kruisbeek, A. M. and Shevach, E. M.
In Current Protocols in Immunology. J. E.e.a. Coligan eds. Vol 1 pp. 3.12.1-3.12.14, John Wiley and Sons, Toronto.
1994; and Measurement of mouse and human Interferon.gamma., Schreiber, R. D. In Current Protocols in
Immunology. J. E.e.a. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.8.1-6.8.8, John Wiley and Sons, Toronto. 1994.

Los ensayos para la proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas y linfopoyéticas incluyen, sin
limitacion, los descritos en: Measurement of Human and Murine Interleukin 2 and Interleukin 4, Bottomly, K., Davis,
L. S. and Lipsky, P. E. In Current Protocols in Immunology. J. E.e.a. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.3.1-6.3.12, John Wiley
and Sons, Toronto. 1991; deVries et al., J. Exp. Med. 173:1205-1211, 1991; Moreau et al., Nature 336:690-692,
1988; Greenberger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:2931-2938, 1983; Measurement of mouse and human
interleukin 6--Nordan, R. In Current Protocols in Immunology. J. E.e.a. Coligan eds. Vol 1 pp. 6.6.1-6.6.5, John Wiley
and Sons, Toronto. 1991; Smith et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83:1857-1861, 1986; Measurement of human
Interleukin 11--Bennett, F., Giannotti, J., Clark, S. C. and Turner, K. J. In Current Protocols in Immunology. J. E.e.a.
Coligan eds. Vol 1 pp. 6.15.1 John Wiley and Sons, Toronto. 1991; Measurement of mouse and human Interleukin 9-
Ciarletta, A., Giannotti, J., Clark, S. C. and Turner, K. J. In Current Protocols in Immunology. J. E.e.a. Coligan eds.
Vol 1 pp. 6.13.1, John Wiley and Sons, Toronto. 1991.

Los ensayos para respuestas de clones de células T a antigenos (que identificaran, entre otras, proteinas que
afectan las interacciones de células APC-T asi como los efectos directos de células T midiendo la proliferacion y la
produccion de citocinas) incluyen, sin limitacién, los descritos en: Current Protocols in Immunology, Ed by J. E.
Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W Strober, Pub. Greene Publishing Associates and Wiley-
Interscience (Chapter 3, In Vitro assays for Mouse Lymphocyte Function; Chapter 6, Cytokines and their cellular
receptors; Chapter 7, Immunologic studies in Humans); Weinberger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 77:6091-
6095, 1980; Weinberger et al., Eur. J. Immun. 11:405-411, 1981; Takai et al., J. Immunol. 137:3494-3500, 1986;
Takai et al., J. Immunol. 140:508-512, 1988.

Ensayos para medir, la actividad de los agonistas o antagonistas de IL-21/IL21R como reguladores de la
hematopoyesis

Los agonistas o antagonistas de IL-21/IL21R pueden ser (tiles en la regulacion de la hematopoyesis y, en
consecuencia, en el tratamiento de las deficiencias de células mieloides o linfoides. Incluso la actividad biolégica
marginal en apoyo de células formadoras de colonias o de lineas celulares dependientes de factor indica la
implicacién en la regulacion de la hematopoyesis, por ejemplo, al apoyar el crecimiento y la proliferacion de células
progenitoras eritroides solas o en combinacién con otras citocinas, indicando asi la utilidad, por ejemplo, en el
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tratamiento de diversas anemias o para uso junto con la irradiacion/quimioterapia para estimular la produccion de
precursores eritroides y/o células eritroides; al apoyar el crecimiento y la proliferacion de células mieloides tales
como granulocitos y monocitos/macrofagos (esto es, actividad tradicional de CSF) dtiles, por ejemplo, en
combinacion con quimioterapia para prevenir o tratar la consiguiente mielosupresion; al apoyar el crecimiento y la
proliferacién de megacariocitos y, por consiguiente, de plaquetas, permitiendo asi la prevencion o el tratamiento de
diversos trastornos plaquetarios tales como trombocitopenia, y generalmente para uso en lugar de o complementario
a transfusiones de plaquetas; y/o en el apoyo al crecimiento y proliferacion de células madre hematopoyéticas que
son capaces de madurar a cualquiera y todas las células hematopoyéticas mencionadas anteriormente y por lo tanto
encuentran utilidad terapéutica en diversos trastornos de células madre (tales como los usualmente tratados con
trasplante, incluyendo, sin limitacién, anemia aplasica y hemoglobinuria paroxistica nocturna), asi como en la
repoblacién del compartimento de células madre después de la irradiacién/quimioterapia, ya sea in vivo o ex vivo
(esto es, junto con trasplante de médula ésea o trasplante de células progenitoras periféricas (homédlogos o
heterdlogos) como células normales o manipuladas genéticamente para terapia génica.

La actividad de los agentes de union de IL-21 o IL-21R se pueden medir, entre otros medios, mediante los siguientes
métodos:

Los ensayos apropiados para la proliferacién y diferenciacion de diversas lineas hematopoyéticas se citan
anteriormente.

Los ensayos para la diferenciacion de células madre embrionarias (que identificaran, entre otras, proteinas que
influyen en la hematopoyesis de diferenciacién embrionaria) incluyen, sin limitacion, los descritos en: Johansson et
al. Cellular Biology 15:141-151, 1995; Keller et al., Molecular and Cellular Biology 13:473-486, 1993; McClanahan et
al., Blood 81:2903-2915, 1993.

Los ensayos para la supervivencia y diferenciacién de células madre (que identificaran, entre otras, proteinas que
regulan la linfohematopoyesis) incluyen, sin limitacion, los descritos en: Methylcellulose colony forming assays,
Freshney, M.G. In Culture of Hematopoietic Cells. R. |. Freshney, et al. eds. Vol pp. 265-268, Wiley-Liss, Inc., New
York, N.Y. 1994; Hirayama et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:5907-5911, 1992; Primitive hematopoietic colony
forming cells with high proliferative potential, McNiece, |. K. and Briddell, R. A. In Culture of Hematopoietic Cells. R. I.
Freshney, et al. eds. Vol pp. 23-39, Wiley-Liss, Inc., New York, N.Y. 1994; Neben et al., Experimental Hematology
22:353-359, 1994; Cobblestone area forming cell assay, Ploemacher, R. E. In Culture of Hematopoietic Cells. R. I.
Freshney, et al. eds. Vol pp. 1-21, Wiley-Liss, Inc., New York, N.Y. 1994; Long term bone marrow cultures in the
presence of stromal cells, Spooncer, E., Dexter, M. and Allen, T. In Culture of Hematopoietic Cells. R. I. Freshney, et
al. eds. Vol pp. 163-179, Wiley-Liss, Inc., New York, N.Y. 1994; Long term culture initiating cell assay, Sutherland, H.
J. In Culture of Hematopoietic Cells. R. |. Freshney, et al. eds. Vol pp. 139-162, Wiley-Liss, Inc., New York, N.Y.
1994.

La divulgacion se ilustrara adicionalmente en los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1: Aislamiento y caracterizacion de ADNc de Mu-1 murina:

Se aisl6 un fragmento parcial del homélogo murino del receptor Mu-1 por PCR usando oligonucleétidos derivados de
las secuencias humanas. El ADNc se preparé a partir de ARN aislado a partir de timo murino de 17 dias de edad y
de la linea de células T 2D6 murina. Se amplificd un fragmento de ADN de aproximadamente 300 nucledtidos a
partir del ADNc por PCR con los siguientes oligonucleotidos, correspondientes a las regiones 584-603 y 876-896,
respectivamente, de la secuencia de ADNc humano en la FIG. 1 (correspondiente a SEQ ID NO: 1):

AGCATCAAG CCGGCTCCCCC (5p) (SEQ ID NO:11)
CTCCATTCAC TCCAGGTCCC (3p) (SEQ ID NO:12)

La amplificacion se llevd a cabo usando Tag polimerasa en solucién reguladora Taqg 1X que contenia 1.5 mM de
cloruro de magnesio durante 30 ciclos a 94°C durante un minuto, 50°C durante 1 minuto y 72°C durante un minuto.
Se determiné la secuencia de ADN de este fragmento, y dos oligonucleétidos se derivaron de una porcién interna de
este fragmento con las siguientes secuencias:

TTGAACGTGACTGTGGCCTT (5P) (SEQ ID NO:13)
TGAATGAAGTGCCTGGCTGA (3P) (SEQ ID NO:14)

Los oligonucleétidos se usaron para amplificar un fragmento interno de 262 nucleétidos del producto original de PCR
(correspondiente a los nucleétidos 781-1043 de la secuencia de ADNc de murino de la figura 1, y SEQ ID NO: 9)
para usar como una sonda de hibridacion para seleccionar una biblioteca de ADNc aislada de la linea de células T
2D6T. Los filtros se hibridaron a 65°C usando condiciones de hibridacion SSC 5X estandar y se lavaron en SSC a 65
C. Se hibridaron veinte clones a la sonda en un filtro de 426,000 clones. La secuencia de ADN se determiné a partir
de dos clones independientes. La secuencia de longitud completa del clon #6 confirmé que era el homélogo murino
de longitud completa de MU-1 humana (SEQ ID NO: 9).
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La secuencia de nucleétidos de longitud completa de MU-1 murina se muestra en la figura 1 (correspondiente a SEQ
ID NO: 9). La secuencia de nucleétidos tiene una secuencia lider pronosticada en los nucleétidos 407-464,
secuencia codificante en 407-1993, y un codon de terminacién en los nucleétidos 1994-1997. Los nucleotidos 1-406
corresponden a la region 5' no traducida y los nucle6tidos 1998-2868 corresponden a la regiéon 3' no traducida.

La secuencia de proteina pronosticada de MU-1 murina se muestra en la figura 2 (correspondiente a SEQ ID
NO:10). Esta proteina MU-1 murina contiene una secuencia lider pronosticada determinada por SPScan
(puntuacion=10.1) (correspondiente a los aminoacidos 1-19 de SEQ ID NO:10) y un dominio transmembrana
pronosticado (correspondiente a los aminodcidos 237-253 de SQ ID NO: 10). Los motivos de senalizacion
pronosticados incluyen las siguientes regiones: Caja 1: aminodcidos 265-274 de SEQ ID NO:10, Caja 2:
aminoacidos 310-324 de SEQ ID NO:10, seis residuos de tirosina en las posiciones 281, 319, 361, 297, Y 510 de
SEQ ID NO:10. Los sitios potenciales de acoplamiento de STAT incluyen: STAT5, EDDGYPA (SEQ ID NO: 20),
STATS, YLQR.

Los oligonucleétidos se usaron para amplificar un fragmento interno de 262 nucleétidos del producto original de PCR
(correspondiente a los nucleétidos 781-1043 de la secuencia de ADNc murino de la figura 1 y SEQ ID NO:9) para
usar como sonda de hibridacion para seleccionar una biblioteca de ADNc aislada de la linea de células T 2D6. Los
filtros se hibridaron a 65°C usando condiciones de hibridacion SSC 5X estandar y se lavaron en SSC a 65°C. Se
aislaron 20 clones que se hibridaron con la sonda en un filtro de 426,000 clones. La secuencia de ADN se determiné
a partir de dos clones independientes. La secuencia de longitud completa del clon # 6 confirm6 que era el homdlogo
murino de longitud completa de MU-1 humana (SEQ ID NO: 9).

La secuencia de nucleétidos de longitud completa de MU-1 murina se muestra en la figura 1 (correspondiente a SEQ
ID NO: 9). La secuencia de nucleétidos tiene una secuencia lider pronosticada en los nucledtidos 407-464,
secuencia codificante en los nucleédtidos 407-1993, coddn de terminacion en los nucleétidos 1994-1997. Los
nucleétidos 1-406 corresponden a la region 5' no traducida y los nucleotidos 1998-2628 corresponden a la region 3'
no traducida.

La secuencia de proteinas pronosticada de MU-1 murina se muestra en la figura 2 (correspondiente a la SEQ ID
NO:10). Esta proteina MU-1 murina contiene una secuencia lider pronosticada determinada por SPScan
(puntuacion=10.1) (correspondiente a los aminoacidos 1-19 de SEQ ID NO:10), y un dominio transmembrana
pronosticado (correspondiente a los aminoacidos 237-253 de SEQ ID NO:10). Los motivos de sefializacion
pronosticados incluyen las siguientes regiones: Caja 1: aminoacidos 265-274 de SEQ ID NO:10, Caja 2:
aminoacidos 310-324 de SEQ ID NO:10, seis residuos de tirosina en las posiciones 281, 319, 361, 368, 397 y 510
de SEQ ID NO:10. Los sitios potenciales de acoplamiento STAT incluyen: STAT5: EDDGYPA (SEQ ID NO: 20);
STAT 3: YLQR.

Ejemplo 2: Comparacion de MU-1 humana y murina:

El algoritmo GAP se usé para comparar los aminoacidos de MU-1 humana y murina. En la figura 4 se muestra una
comparacién de las secuencias de proteinas pronosticadas murinas y humanas. Los aminodcidos eran 65,267%
idénticos usando el algoritmo GAP. La alineaciéon se gener6 por matriz de sustitucion de aminoacidos BLOSUM62
(Henikoff, S. and Henikoff, J. G. (1992)). Matrices de sustituciéon de aminoacidos a partir de blogues de proteinas
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919). Parametros de brecha = Peso de brecha: 8, Apareamiento
promedio=2,9 12, Peso de longitud = 2, Apareamiento erréneo promedio = -2.003. Porcentaje de similitud = 69.466.

Una comparacion de las secuencias de nucle6tidos de ADNc humano y murino se muestra en la figura 3. Las
secuencias de ADN son idénticas al 66.116% cuando se alinean usando el algoritmo GAP. Parametros de brecha:
Peso de brecha = 50, Apareamiento promedio 10.000, Peso de longitud = 3, Apareamiento errbneo promedio =
0.000. Porcentaje de similitud = 66.198.

Tanto las proteinas MU-1 humanas como las de ratdn son miembros de la superfamilia de receptores de citocinas de
Tipo 1. La evaluacién de la secuencia de ambas MU-1 murina y humana revela la presencia de potenciales motivos
de sefalizacion Box-i y Box-2. Seis residuos de tirosina estan presentes en el dominio citoplasmico, y también
podrian ser importantes en las funciones de sefalizacion de MU-1. La comparacion de las secuencias de MU-1 con
otros miembros de la familia sugirié la presencia de potenciales sitios de acoplamiento para STAT 5y STAT 3.

Ejemplo 3: Determinacién de las vias de sefalizacién STAT utilizadas por MU-1 humana:

Se disefaron células BAF-3 para expresar un receptor de citocinas quiméricas que consistian en el dominio
extracelular del receptor de EPO humano y el dominio intracelular del receptor MU-1. Las células BAF-3 que
expresaban los receptores quiméricos de huEPORJMU-1 (cyto) proliferaron en respuesta a la EPO soluble humana.
Estas células se analizaron para determinar qué moléculas STAT fueron fosforiladas en respuesta a la sefializacion
de EPO. En resumen, el control de las células BAF-3 parentales no modificadas y las células BAF-3 quiméricas
EPOR/MU se dejaron en reposo de medio de crecimiento que contenia IL-3 y se volvieron a estimular con ya sea IL-
3 o EPO durante 0, 15, 30 y 60 minutos. Las células se sedimentaron y se volvieron a suspender en solucion
reguladora de lisis congelada que contenia ortovanadato, para conservar las tirosinas fosforiladas. Se sometieron a
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electroforesis cantidades iguales de lisado celular mediante SDS-PAGE y se transfiieron a membranas de
nitrocelulosa para analisis western. Las manchas por duplicado se tifieron para las formas fosforiladas y no
fosforiladas de STAT 1, 3, 5 y 6 usando anticuerpos especificos para cada forma de la molécula STAT. Como
controles positivos, se utilizaron células HELA, no activadas y activadas con interferon alfa.

Estos resultados indicaron que, bajo estas condiciones especificas, la sefalizacion a través de MU-1 dio como
resultado la fosforilacion de STAT 5 en todos los puntos temporales probados (1=0, T=15', T=30', 1=60'). El
tratamiento de los controles o de las células BAF-3 quiméricas con IL-3 dio como resultado la fosforilacién de STAT
3, perono STAT 1 0 5.

Ejemplo 4: Expresion de tejido de MU-1 murina y humana
Andlisis Northern

Se realizaron transferencias Northern de polyA+ARN de diversos tejidos (Clonetech, Palo Alto, CA) segun las
recomendaciones del fabricante. Para las manchas murinas, se utilizd un fragmento de 262 nucle6tidos
correspondiente a los nucleétidos 781-1043 de la Fig. 1 y SEQ ID NO: 9 para la hibridacion.

Se detectd una Unica transcripcion de MU-1 murina en tejidos de bazo, pulmén y corazén murinos adultos. El
transcrito mas grande observado en tejidos humanos no se observo en tejidos de raton.

Se detectaron dos transcritos de MU-1 humana en tejidos linfoides humanos adultos, PBL, timo, bazo y ganglio
linfatico, y en pulmon fetal.

Hibridacién in situ

Los estudios de hibridacion in situ se realizaron por Phylogency Inc. of Columbus, OH (segun el método de Lyons et
al.,, 1990, J. Cell. Biol: 111:2427-2436). En resumen, secciones de parafina de 5-7 micras en serie fueron
desparafinadas, fijadas, digeridas con proteinasa K, tratadas con trietanolamina y deshidratadas. Los ARNc se
prepararon a partir de plantillas de ADNc linealizadas para generar sondas antisentido y sentido. Los transcritos de
ARNCc se sintetizaron de acuerdo con las condiciones del fabricante (Ambion) y se marcaron con 35S-UTP. Las
secciones se hibridaron durante la noche, se lavaron rigurosamente y se trataron con RNAasa A y se sumergieron
en una emulsion de rastreo nuclear y se expusieron durante 2-3 semanas. Las secciones de control se hibridaron
con sondas sentido para indicar el nivel de referencia del procedimiento. La sonda murina consistié en un fragmento
de 186bp correspondiente a los nucleétidos 860-1064 (SEQ ID NO: 9). La sonda humana fue un producto de PCR
de 23 pb generado a partir de ADN de MU-1 humana.

Se observé expresion de MU-1 murina en los ganglios linfaticos del intestino delgado adulto en los centros
germinales y muscular es externa. Los ganglios linfaticos especializados y los parches de Peyers también
presentaron expresiéon murina de MU-1.

Se detectd expresion de MU-1 humana en centros germinales de los ganglios linfaticos en la corteza. La médula,
que contiene macroéfagos, fue negativa para MU-1 humana. En el bazo humano, se detect6 la expresién de MU-1
humana en las regiones de pulpa blanca pero no de pulpa roja.

Ejemplo 5: Expresion de MU-1 humana en células y lineas celulares:

El analisis de proteccion de RNAasa se realizd sobre células T humanas en reposo y activadas y las lineas celulares
B, Raji y RPMI 8866, y la linea celular Jurkat. Las células T humanas se activaron con anti-CD3 y anti-CD28. Las
lineas celulares fueron activadas por el éster de forbol e ionomicina. El plasmido productor de ribosondas MU-1 se
construy6 insertando un producto de PCR de 23 pb (la PCR se realiz6 usando cebador 5'

CACAAAGCTTCAGTATGAGCTGCAGTACAGGAACCGGGGA (SEQ ID NO: 15) y cebador 3’
CACAGGATCCCTTTAACTCCTCTGACTGGGTCTGAAAGAT (SEQ ID NO:16))

en los sitios BamH | e Hindlll del vector pGEM3zf(-) (Promega, Madison, WI). Para realizar la ribosonda, el plasmido
productor de ribosonda se linealizé con Hindlll. EI ADN resultante se extrajo con fenol/cloroformo y se precipité con
etanol. T7 RNA polimerasa se utiliz6 para hacer la ribosonda de acuerdo con el protocolo sugerido por el vendedor
(PharMingen, San Diego, CA). El ensayo de protecciéon de RNAasa se realizé utilizando el sistema de ensayo de
proteccion ribonucleasa RiboQuant Multi-Probe de PharMingen. 2.0 ug del ARN total se incluyeron en cada reaccion
de RPA, después de la digestion con RNAsa, las ribosondas protegidas se llevaron a cabo en un sistema QuickPoint
de separacion rapida de acidos nucleicos (Novex, San Diego, CA). Los geles se secaron y se expusieron segun la
sugerencia del vendedor.

El ARN de MU-1 humana induce la expresion en células CD3+ purificadas humanas estimuladas con anti-CD3+ anti-
CD28 cuando se compara con poblaciones no estimuladas. MU-1 también tiene expresion tras la reestimulacién en
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poblaciones de células T Th1 y Th2-sesgada. Las lineas de células B, RPMI 8866 y Raji, expresan constitutivamente
MU-1 mientras que la linea de células Jurkat T no.

Ejemplo 6: Unién de MU-1 humana a citocinas conocidas

Se construyeron tanto proteinas de fusion de Ig humanas como murinas y se inmovilizaron en chips Biacore en un
esfuerzo por identificar el ligando para MU-1. Se evalu6 una variedad de medios acondicionados de cultivo celular,
asi como un panel de citocinas conocidas para la unién a MU-1. Algunas citocinas también se probaron en
combinacion con otras cadenas receptoras de la familia para considerar la posibilidad de que MU-1 pudiera requerir
una segunda cadena receptora para la unién del ligando. Las siguientes citocinas se probaron y se encontré que
eran negativas para la unién a MU-1: mIL-2, hIL-2, hIL-i5, mIL-7, TSLP, TSLP+IL7, TSLP+IL7R, TSLP+IL7g,
TSLP+IL-2, TSLP+1L2+IL2Rbeta, IL2Rbeta, IL2Rgamma, IL7R, IL2+2Rbeta, 1L2+2Rgamma, IL15+IL2Rbeta,
1L15+2Rgamma, 1L7+2Rgamma, IL2+IL7R, IL1 5+IL7R, IL7+IL7R. Los receptores conocidos se han inmovilizado
también y se ha probado la unién de MUFc con resultados negativos. IL-IS se unira a IL2Rb, pero no a IL2Rg o
MUFc.

Ejemplo 7: Efecto de la modulacién de la via IL-21/IL-21R sobre la gravedad de los sintomas en los ratones con
artritis inducida por colageno (CIA)

Este ejemplo muestra que antagonistas de IL-21R, por ejemplo, proteinas de fusion de IL-21R-Ig (proteina IL21RFc
murina 0 "mulL21RFc") o anticuerpos anti-IL21R, mejoran los sintomas en un modelo murino de artritis inducida por
colageno (CIA). Por el contrario, la administracién de IL-21 exacerba los sintomas artriticos en ratones con CIA.

Se usaron ratones DBA/1 machos (Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine) para todos los experimentos. La artritis
se indujo con el uso de colageno bovino de tipo Il (Chondrex, Redmond, WA). Se disolvié colageno bovino tipo Il
(Chondrex, Redmond, WA) en acido acético 0.1 M y se emulsioné en un volumen igual de CFA (Sigma) que
contenia 1 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis (cepa H37RA). 100 ug de colageno bovino se inyectaron por via
subcutanea en la base de la cola el dia 0. El dia 21, se inyectaron ratones por via subcutanea, en la base de la cola,
con una solucién que contenia 100 pg de colageno bovino en &cido acético 0.1 M que se habia mezclado con un
volumen igual de adyuvante de Freund incompleto (Sigma). Los animales naive recibieron los mismos conjuntos de
inyecciones, menos el colageno. El protocolo de dosificacion se muestra esquematicamente en la figura 16.
MulL21RFc se administrd profilacticamente o terapéuticamente a ratones DBA. En el régimen terapéutico, el
tratamiento se inici6 si la enfermedad se observ6 durante dos dias consecutivos en un ratén.

Los ratones se controlaron al menos tres veces por semana para la progresién de la enfermedad. A las
extremidades individuales se les asign6 un puntaje clinico basado en el indice: 0=normal, sin hinchazén; 1=eritema
visible acompafnado de 1-2 dedos hinchados, o hinchazén leve en el tobillo; 2=eritema pronunciado, caracterizado
por hinchazén de la pata de leve a moderada y/o dos dedos hinchados; 3=hinchazén extensa de toda la pata, esto
es, extendiéndose en la articulaciéon del tobillo o la mufieca; 4=resolucién del hinchamiento, anquilosis de la pata;
dificultad en el uso de la rigidez de la extremidad o de la articulacion. De este modo, la suma de todas las
puntuaciones de las extremidades para cualquier ratdn dado produjo una puntuacion total del cuerpo maxima de 16.

En varios estadios de la enfermedad, los animales fueron sacrificados, los tejidos fueron cosechados y las patas
fueron fijadas en formol al 10% para histologia o paraformaldeido al 4%, pH 7.47, descalcificado en EDTA al 20%
(pH 8.0) y se incrustaron en parafina para hibridacion in situ. Utilizando microscopia Optica, las patas se puntuaron
con un método de puntuacion de 5 grados (0-4) para caracterizar la intensidad y extensién de la artritis. Los
infiltrados inflamatorios se utilizaron para la puntuacion, ademas de otros cambios relacionados con la inflamacion,
tales como la formacion de cataratas, fibras de la membrana sinovial, erosion del cartilago articular y/o la destruccién
del hueso subcondral. Los grados de hisotologia se determinaron usando lecturas de patas individuales: NAD=0 o
nada anormal descubierto; 1=Ligero a moderado; 2: Suave a moderado; 3: Marcado y 4: Masivo.

Se observé una reduccion en la gravedad de los sintomas después del tratamiento profilactico de ratones con CIA
usando mulL21RFc (100 pg o 200 pg) administrados por via intraperitoneal (ip) cada dos dias comenzando un dia
antes del refuerzo de colageno (datos no mostrados).

Los efectos de mulL21RFc (200 pg/ratén 3x/semana) sobre un ratéon con CIA semi terapéutico en funcion del dia
después del tratamiento se muestran en la figura 17. Se utiliz6 Ig de raton (200 pg/ratdbn 3x/semana) como un
control. Se muestra una reduccién de la puntuacién de gravedad a partir del dia 7 después del tratamiento.

La administracién de IL-21 exacerba los sintomas artriticos en ratones con CIA. La figura 18 es un grafico que
representa la puntuacion media de CIA en funciéon de los dias posteriores al refuerzo del colageno. Los ratones
administrados con 1 mg de IL-21 murina por via intraperitoneal (ip) mostraron puntuaciones de CIA mas altas que
los ratones control tratados con PBS.

Estos experimentos demuestran que la administracion de un antagonista de IL-21R, por ejemplo, proteinas de fusién
IL-21R-Fc, a ratones con CIA, ya sea profilacticamente o semiterapéuticamente, mejoré significativamente los
sintomas artriticos. Por el contrario, la administracion de IL-21 exacerba los sintomas.
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Ejemplo 8 Hibridacion in situ de transcritos de IL-21R

Se determiné la expresion de ARNm de IL-21R en patas artriticas de ratones con CIA. Se utilizaron ribosondas IL-
21R murinas anti-sentido (Figura 19, panel A); Las sondas sentido se utilizaron como controles negativos (Figura 19,
panel B).

Se prepararon sondas marcadas con digoxigenina con el uso de una mezcla de marcaciéon de ARN DIG (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania), segun lo descrito por el fabricante. La expresién del ARNm del receptor de IL-21
se detectdé en macrofagos, neutrdfilos, fibroblastos, una subpoblacién de linfocitos, sinoviocitos y epidermis (Figura
19, panel A). Se observ6 una tincion disminuida en las patas de control o con sondas sentido (Figura 19, panel B).
Las células positivas a ARNm de mIL-21R fueron: neutréfilos (N), y macréfagos (M). La hibridacion in situ muestra
una expresion mejorada de IL-21R en las patas de ratones artriticos.

Ejemplo 9: La activacion in vivo del receptor de IL-21 genera potentes respuestas antitumorales

Este ejemplo muestra que la administracién de células tumorales que expresan IL-21 aumenta las respuestas
antitumorales in vivo tanto en modelos tumorales inmunogénicos como no inmunogénicos. Las células T CD8+ y las
células NK son necesarias para la destruccion de tumores y el posterior desarrollo de células T especificas de
antigeno tumoral. La IL-21 presente en el microambiente tumoral potencia tanto la inmunidad innata como la
inmunidad adaptativa in vivo en respuestas antitumorales.

Procedimientos experimentales

Ratones. Se adquirieron ratones C57BL/6, Balb/C, IFNy” y IL-107 hembras en referencia C57BL/6 de Jackson
Laboratories (Bar Harbor, ME). C57BL/6 scid y ratones desnudos fueron adquiridos de Taconic (Germantown, NY).
Los ratones IL-21R” se generaron en Wyeth Research, MA., y se mantuvieron en Charles Rivers Laboratories
(Andover, MA) (Kasaian, M.T. et al. (2002) Immunity. 16:559-569). Los ratones se mantuvieron y se trataron de
acuerdo con National Institutes of Health and American Association of Laboratory Animal Care regulations.

Lineas de células tumorales y reactivos. Se usaron dos lineas de células tumorales, melanoma B16F1 vy
fibrosarcoma MethA, en los experimentos descritos en este documento. El melanoma B16F1 y las células de
fibrosarcoma de MethA se han utilizado extensivamente en modelos de vacunacién de tumores para estudiar el
efecto antitumoral in vivo de diversas citocinas. Las células tumorales B16F1 son poco inmunogénicas, ya que la
vacunacion previa con células tumorales de tipo salvaje irradiadas so6lo protege al 20% de los ratones vacunados
frente al desafio posterior a B16F1 vivos (Dranoff, G. et al. (1993) PNAS 90:3539-3543). Por el contrario, MethA, un
fibrosarcoma inducido por meticilanteina, es altamente inmunogénico (esto es, la vacunacién con células MethA
irradiadas conduce a proteccién casi al 100% contra el desafio de MethA vivo posterior).

Se mantuvieron células de melanoma B16F1 en cultivo en medio DMEM suplementado con suero bovino fetal
activado por calor al 10%, glutamina al 2% y penicilina-estreptomicina al 1%. Las células de fibrosarcoma de MethA
se mantuvieron por paso intraperitoneal en ratones Balb/C. TRP-2 especifico de (SVYDFFVWL, SEQ ID NO:) (van
Elsas, A. et al. (2001) Journal of Experimental Medicine 194:481-489; Sutmuller, R.P. et al. (2001) Journal of
Experimental Medicine. 194:823-832) y péptido control OVA 257-264 (SIINFEKL, SEQ ID NO:) fueron sintetizados
en la Wyeth Research, MA. Los Abs monoclonales anti-CD3, anti-CD28 e IgG2a de rata, y la citocina IL-2 utilizados
en este documento se adquirieron todos de PharMingen (San Diego, CA).

Generacién de IL-21 y proteina fluorescente verde (GFP) que expresan células tumorales. Las células tumorales
B16F1 y MethA fueron disefiados para expresar IL-21 y GFP, o sélo GFP. Se construyeron vectores retrovirales que
codifican mIL21 -IRES-GFP o IRES-GFP utilizando vector GFP-RV (Ranganath, S. et al. (1998) Journal of
Immunology 161:3822-3826). Se obtuvo un retrovirus de alto titulo transfectando la linea celular de envasado
ecotropico 293-VSVg (Ory, D.S. et al. (1996) PNAS 93:11400-11406). Las infecciones por centrifugacion se
realizaron a 1800 rpm durante 40 minutos a temperatura ambiente. Las células fueron infectadas 3 veces. Las
células tumorales que expresan GFP se enriquecieron mediante clasificacion por flujo y la pureza de las células que
expresan GFP fue superior al 90%.

Estudios de tumores in vivo. Ratones C57BL/6 fueron afeitados en la espalda y se les inyectd i.d. 105 B16F1-IL-21 o
B16F1-GFP control. Se inyectaron ratones Balb/C con ya sea 10% o 2 x 108 de MethA-IL-21 o células de control
MethA-GFP. El crecimiento tumoral se controlé midiendo diametros perpendiculares con un calibrador. Los ratones
fueron sacrificados cuando los tumores mostraron ulceracion grave o alcanzaron un tamafo de 200 mm2. En
general, se utilizaron 10 ratones por grupo en cada experimento y se muestran resultados representativos a partir de
experimentos repetidos dos 0 mas veces con resultados similares.

Estudios de agotamiento in vivo. El agotamiento de las células T CD4+ o CD8+ se consiguié inyectando i.p. 400 (g
por ratén de cualquiera mAbs anti-CD4 (GK1.5), anti-CD8 (53-6.7) o control del isotipo IgG de rata durante tres dias
consecutivos antes de la inyeccién de células tumorales. Las inyecciones de Ab se continuaron cada dos dias
después de la inyeccion de células tumorales durante 12 dias. Para el agotamiento de células NK, se inyectaron i.p.
50 I de ab policlonal asialo GM1anti-ratén/rata de conejo (Cedarlane, Ontario, CA) un dia antes de la inyeccién de
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células tumorales. Se usaron ratones inyectados de forma similar con suero normal de conejo para el control.
Después de la inoculacién de células tumorales, las inyecciones de anticuerpos se continuaron dos veces por
semana durante dos semanas. Se confirmé el agotamiento de las células T y NK en los ganglios linfaticos y en el
bazo un dia antes de la exposicién al tumor (para células T) o el mismo dia del desafio de células tumorales (para
células NK) por citometria de flujo usando anticuerpos relevantes. El analisis FACS mostré que mas del 99% de la
poblacién relevante de células T o células NK se agotaron en ratones tratados con anti-CD4, anti-CD8, anti asialo
GM1. Por el contrario, los ratones tratados con isotipos de control presentaron perfiles de linfocitos T similares a los
perfiles de ratones no tratados.

Ensayo inmunosorbente unido a enzima IL-21 (ELISA). Se ensayaron sobrenadantes durante la noche a partir de
108 células tumorales B16F1-IL-21, B16F1-GFP, MethA-IL-21 y MethA-GFP para los niveles de IL-21 mediante
ELISA como se detalla en Dunussi-Joannopoulos, K. et al. (1998) Blood 91:222-230. En resumen, se utiliz6 mMu1-
mutm IgG2a (Wyeth Research, MA) como anticuerpo de recubrimiento y se utilizé IL-21 anti-ratén (R&D systems,
Minneapolis, MN.) como Ab de captura. Se usé como control el mIL-21 purificado (Wyeth Research, MA) (Kasaian,
M.T. et al. (2002) supra).

Expresion de ARNm de IL-21R detectada por Tagman. Se aislé6 ARN de diferentes lineas celulares tumorales de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Promega, Madison, WI). Se utiliz6 ARNm extraido de esplenocitos que
se habian activado con mAb anti-CD3 (1 pug/ml) y anti-CD28 (1 pug/ml) (BD PharMingen) durante 24 horas para el
control positivo. EI ARN purificado se traté con DNasa (Ambion Inc, Austin, Tx) y se ajusté a una concentracion de
50 ng/ul antes del analisis de ARNm mediante el andlisis cuantitativo de reaccion en cadena de polimerasa (PCR)
TagMan. Se disefiaron pares de cebadores especificos de ciclofilina e IL-21R y sondas usando el software
PrimerExpress y fueron preparados por Wyeth Research (cebadores: 5-GCCTTCTCAGGACGCTATGAT-3’ (SEQ ID
NO:40) y 5-CCCTACAGCACGTAGTTGGA-3’ (SEQ ID NO:41) y sonda TCCTGGGACTCAGCTTATGACGAACC)
(SEQ ID NO:42). Se generaron curvas estandar para cada gen con ARN de células que expresan IL-21R conocidas.
La expresion de ARNm en lineas celulares control y transducidas se normalizé basandose en la expresion de
ciclofilina en cada linea celular y los resultados se presentan como unidades relativas (R.U.) de ARNm.

Ensayo de proliferacion. Se estimularon esplenocitos (2 x 10° células/pozo) de ratones ya sea C57BL/6 o Balb/C con
diversas concentraciones de células tumorales irradiadas singénicas que expresaban ya sea GFP o IL-21 en placas
de 96 pozos. Se adiciond 3H timidina a 1 uCi/pozo (PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA) durante las Ultimas 6
horas de cultivo. Después de recolectar el sobrenadante en esterillas de filtro de fibra de vidrio, se determiné la
incorporacién de 3H-timidina por recuento de centelleo liquido.

Ensayo Elispot. Las respuestas de células T especificas de TRP-2 se determinaron mediante el kit IFN-y Elispot
(R&D systems) siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, se colocaron 2x10° a 4x10° de esplenocitos
(de ratones inyectados de tumor) en 200 ul de medio completo que contiene 5 pug/ml de péptidos especificos de
TRP-2 (van Elsas, A. (2001) J. Exp. Med.194:481-489) o péptidos OVA no especificos y 20U/ml de IL-2 murina
(PharMingen) en cada pozo. La placa se incubd durante 24 horas a 37°C en un incubador de COz. Las placas se
incubaron después durante la noche a 4°C con deteccion de Ab, seguido de incubacion de 2 horas con conjugado de
estreptavidina-fosfatasa alcalina. Las manchas se visualizaron con sustrato de fosfatasa alcalina de sal 5-bromo-4
cloro-3' indolilfosfato p-toluidina/nitroazul de tetrazolio (BCIP/NBT) (R&D systems). Las placas se lavaron con agua
del grifo y se secaron al aire, y se contaron las manchas con un estereomicroscopio y se volvieron a calcular por 108
células con manchas basales restadas. Generalmente, se detectaron menos de 10 manchas/pozo cuando se utilizd
el péptido OVA como antigeno.

Reestimulacion in vitro de esplenocitos de ratones inoculados con células tumorales. Se generaron lineas de células
T especificas de péptidos tumorales como se describe en Bloom, M.B. et al. (1997) J. Exp. Med. 185:453-459. En
resumen, los ratones fueron inoculados con células ya sea B16F1-GFP o B16F1-IL-21. Después de 8-11 dias, se
recolectaron esplenocitos y se cultivaron con 5 pg/ml de péptido TRP-2 (van Elsas, A et al. (2001) supra). Al tercer
dia de cultivo, se adicionaron 20 U/ml de IL-2 (BD PharMingen) a cada cultivo. Después de 5 dias, se usaron células
para el ensayo de liberacién de 5'Cr.

Ensayo CTL. La citotoxicidad contra dianas se cuantificé usando un ensayo de liberacion de 5'Cr de 4 h. En
resumen, las células RMA-S se pulsaron con péptido TRP-2 a 10 ug/ml y se marcaron con Naz®'CrO4 (PerkinElmer
Life Sciences) durante 1 h a 372C. Después del lavado, las células diana marcadas con 5'Cr se incubaron con lineas
de células T generadas a partir de ratones C57BL/6 inyectados con células tumorales descritas anteriormente en
diferentes proporciones E:T en placas de fondo redondo 96. Después de 4 horas de incubacién a 37°C, se
recogieron los sobrenadantes y se detecté la radiactividad en un contador de centelleo (Wallac, Turku, Finlandia). El
porcentaje de lisis especifica se calculdé como 100 x [(liberacidon por liberacion espontanea de CTL)/(liberacién
maxima-liberacion esponténea)]. La liberacién maxima se determiné mediante la adicién de Triton X-100 al 1%. La
liberacién esponténea en ausencia de CTL fue generalmente inferior al 15% de la liberacion maxima.

Células MethA y B16F1 transducidas con IL-21 segregan IL-21 bioldgicamente funcional
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Se transdujeron células tumorales B16F1 y MethA para expresar GFP mas IL-21 (B16F1/MethA-IL21) o GFP
(B16F1/MethA-GFP), respectivamente. Los sobrenadantes durante la noche a partir de 10° células B16F1-IL-21,
B16F1-GFP, MethA-IL-21 o MethA-GFP se ensayaron mediante ELISA como se describe en protocolos
experimentales, anteriormente. Como se muestra en la figura 20A, las células B16F1-IL-21 y MethA-IL-21, pero no
las células tumorales B16F1-GFP o MethA-GFP, secretaron una cantidad sustancial de IL-21 en cultivos durante la
noche. Para determinar si la citocina IL-21 secretada por las células transducidas era funcional biolégicamente, se
usaron células tumorales que expresan IL-21 o GFP irradiadas para estimular esplenocitos singénicos naive de
ratones C56BL/6 o Balb/C en presencia de una cantidad subdptima de anti-CD3 (500 ng/ml) y anti-CD28 (10 pg/ml).
Como se muestra en la figura 20B y 20C, las células B16F1-IL-21 y MethA-IL-21 aumentaron la proliferacién de
esplenocitos naive cuando se compararon con las células que expresan GFP de control en todas las
concentraciones probadas. Estos resultados sugieren que la IL-21 secretada por células tumorales transducidas es
biol6gicamente funcional.

IL-21 no ocasiona el crecimiento de las células tumorales in vitro

Se examind el efecto de IL-21 sobre las caracteristicas de crecimiento in vitro de células B16F1 y MethA
transducidas. Se cultivaron células tumorales B16F1-IL-21 y B16F1-GFP o MethA-IL-21 y MethA-GFP a una
concentracion de 1051.5 ml de medio de cultivo en placas de 12 pozos. Los nimeros de células se controlaron
diariamente mediante ensayo de exclusion de azul de tripano. Los resultados se presentan como medios de
duplicados. Se utiliz6 ARN de los esplenocitos C57BL/6 activados con mAb anti-CD3 y anti-CD28 como control
positivo. Se cultivaron ndmeros iguales de células tumorales en placas de 12 pozos, y se determinaron numeros de
células viables en diversos puntos temporales. Como se muestra en la figura 21A y 21B, la cinética de crecimiento
de células tumorales productoras de IL-21 era muy similar a la de las células tumorales de control que expresaban
GFP en un periodo de 5 dias. Esto indica que IL-21 no tuvo ningln efecto aparente sobre las caracteristicas de
crecimiento in vitro de las células tumorales transducidas. La falta de respuesta de las células tumorales a IL-21 se
confirm6 ademds con la falta de la expresién de IL-21R por las células tumorales en el analisis cuantitativo PCR
Tagman. La figura 21C es un grafico de barras que representa la cuantificacién de ciclofilina y el ARNm de IL-21R
extraido de células tumorales transducidas, determinado por PCR Tagman. La expresion del ARNm de IL-21R en las
células transfectadas se normaliz6 a los valores de ciclofilina y se expres6 como unidad relativa (R.U.). Se utilizd
ARN de los esplenocitos C57BL/6 activados con mAb anti-CD3 y anti-CD28 como control positivo.

IL-21 inhibe el crecimiento tumoral in vivo

Para evaluar los efectos in vivo de IL-21 sobre el crecimiento de tumores, se inocularon i.d. células tumorales
B16F1-IL-21 o MethA-IL-21 en el flanco de ratones singénicos. Como se muestra en la figura 22A, no se detectd
formacion de tumores en ninguno de los ratones C57BL/6 inoculados con células tumorales B16F1-IL-21 durante
mas de 27 semanas después de la inyeccion del tumor. Por el contrario, todos los ratones C57BL/6 portadores de
células B16F1-GFP crecieron tumores comenzando ya en el dia 9. Los tumores de control aumentaron rapidamente
en tamanfo y estos ratones tuvieron que ser sacrificados dos a tres semanas después de la inoculacion de células
tumorales debido a la pesada carga tumoral. En el modelo MethA, se detectaron masas tumorales pequefas pero
palpables una semana después de la inoculacion del tumor con células ya sea MethA-IL-21 o MethA-GFP en
ratones Balb/C (Figura 22B). Sin embargo, los tumores de MethA-IL-21 se redujeron gradualmente en tamafo a
partir de la segunda semana (dia 11) y eventualmente retrocedieron completamente en el 100% de ratones,
mientras que el 80% de los tumores de MethA-GFP de control continuaron creciendo hasta que los ratones fueron
sacrificados. Estos resultados muestran que la presencia de IL-21 en el microambiente tumoral desencadena
potentes respuestas inmunes que conducen al rechazo tanto de tumores inmunogénicos como no inmunogeénicos.

IL-21 no puede prevenir el crecimiento tumoral en ratones scid y desnudos

Con el fin de determinar las funciones relativas de las respuestas inmunes celulares y humorales en el rechazo de
células tumorales transducidas con IL-21, se inyectaron nimeros iguales (10%) de células control B16F1-IL-21 o
B16F1-GFP en ratones deficientes (scid) en células T y B. Tanto las células B16F1-IL-21 como B16F1-GFP
mostraron una cinética de crecimiento similar en ratones scid (Figura 23A), lo que indica que se necesitan linfocitos
(células B y/o T) para el rechazo del tumor mediado por IL-21. El papel de las células T también se confirmé en
experimentos con ratones desnudos/desnudos C57BL/6. Como se muestra en la figura 23B, todos los ratones
desnudos inoculados con células B16F1-IL-21 desarrollaron tumores, aunque con una cinética de crecimiento mas
lenta. En conjunto, estos resultados indican que las respuestas antitumorales mediadas por IL-21 requieren la
participacion de la inmunidad adaptativa.

Se requieren células T CD8*, pero no células T CD4+ para el rechazo del tumor mediado por IL-21

Para examinar detenidamente ademas qué subconjunto(s) de células T es(son) importante(s) para el efecto inducido
por IL-21, se realizd el agotamiento in vivo de subpoblaciones de linfocitos administrando mAbs anti-CD4 o anti-CD8.
Como se muestra en la figura 25A, tumores B16F1-IL-21 no crecieron en ratones con agotamiento de células T
CD4+ y en ratones tratados con IgG de rata de control. Sin embargo, los tumores palpables surgieron en siete de
cada diez ratones con agotamiento de células T CD8+ sugiriendo que las células T CD8+, pero no CD4+ son
necesarios para la respuesta antitumoral inducida por IL-21. De interés, el crecimiento de B16F1-IL-21 en ratones
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con agotamiento de células T CD8+ se retras6 significativamente sugiriendo que las células distintas de las células T
CD8+ pueden ser responsables de la supresion del crecimiento de tumores en fase temprana.

Se requieren células NK para la respuesta antitumoral inducida por IL-21

La evidencia experimental acumulada apoya el papel de las células NK como primera linea de defensa en la
promocién de la inmunidad antitumoral (Smyth, M.J. et al. (2001) International Immunology 13:459-463; Smyth, M.J.
et al. (2002) Curr. Opin.Immunol. 14:165-171; Smyth, M.J. et al. (2002) Blood. 99:1259-1266). Esta posibilidad se
examiné inyectando un namero igual de células tumorales B16F1-IL-21 en ratones con agotamiento de células NK o
ratones C57BL/6 control. No se observé formacion de tumor detectable en ratones C57BL/6 control, mientras que
todos los ratones con agotamiento de células NK crecieron tumores dos semanas después de la inoculacién de
células tumorales B16F1-IL-21. Este resultado demuestra que las células NK, ademas de las células T CD8+, son
necesarias para la respuesta antitumoral inducida por IL-21.

IL-21 apoya la generacion de células T especificas de antigeno tumoral que secretan IFNy y mejora la actividad CTL
especifica de antigeno tumoral.

Se ha demostrado recientemente que un péptido nonamérico que consiste en los residuos 180-188 de la proteina 2
relacionada con el antigeno tirosinasa (TPR-2) de la diferenciacion de melanocitos normal, es uno de los antigenos
de rechazo tumoral para el melanoma B16 que es reconocido por los linfocitos T citotoxicos reactivos al melanoma
B16 (van Elsas, A. et al. (2001) supra; Sutmuller, R.P. (2001) J. Exp. Med. 194:823-832). El péptido TPR-2 se usé
para evaluar el efecto in vivo de IL-21 sobre las respuestas de células T. Los esplenocitos de ratones inyectados con
ya sea células B16F1 que expresan GFP o IL-21 se estimularon in vitro con péptido TPR-2 en un ensayo de
IFNYELISPOT. Como se muestra en la figura 26A, el nimero de células productoras de IFNy en ratones inyectados
con B16F1-IL-21 fue 3 veces mayor que el de los ratones inyectados con B16F1-GFP. Para caracterizar
adicionalmente las respuestas de células T antitumorales mediadas por IL-21, los esplenocitos de ratones
inyectados con el tumor que expresan ya sea IL-21 o GFP se estimularon inicialmente in vitro con el péptido TRP-2
como se describe en este documento y luego se usaron para ensayos CTL in vitro. La linea celular B16F1 utilizada
en los experimentos descritos en este documento expresa un nivel bajo de moléculas de MHC de clase |, como se
determiné con citometria de flujo ((van Elsas, A. et al. (2001) supra; Sutmuller, R.P. (2001) supra.; Lim, Y.S. et al.
(1998) Molecules & Cells 8:629-636). Por lo tanto, células RMA-S se utilizaron como células presentadoras de
antigeno en nuestros ensayos CTL. Como se muestra en la figura 26B, los esplenocitos de ratones inyectados con
B16F1-IL-21 tenian actividad citolitica mejorada frente a células RMA-S pulsadas con péptido TRP-2 en
comparacioén con el tumor que expresa GFP (Figura 26C) a todas las proporciones E:T, a pesar de cierta reactividad
cruzada observada hacia el péptido OVA. Estos resultados indican que el rechazo del tumor mediado por IL-21
apoya el desarrollo de respuestas de células T citoliticas especificas de antigeno tumoral. EI TRP-2 es uno de los
antigenos que se comparte entre las células tumorales B16F1 y los malenocitos normales, de este modo los CTL
detectados en este documento son en realidad células T autorreactivas. De hecho, el 10-20% de ratones C57BL/6
desarrollaron cabello local y despigmentacién de la piel en el sitio de la célula tumoral de B16F1-IL-21 pero no de la
inyeccion de célula de control (datos no mostrados).

Respuesta antitumoral inducida por IL-21 es independiente de IFN-y e IL-10

Se ha informado anteriormente que IFNy e IL-10 son importantes para el rechazo de tumores Gerard, C.M. et al.
(1996) Human Gene Therapy. 7:23-31; Lim, Y.S. et al. (1998) Molecules & Cells 8:629-636). Los resultados de
ELISOP sugieren que IL-21 mejor6 las células tumorales especificas que producen IFNy pero no IL-10. Para probar
la participacion de IFNy e IL-10 en el efecto antitumoral mediado por IL-21, se inyectaron nimeros iguales de células
tumorales B16F1-IL-21 o B16F1-GFP en ratones IFNy” o IL-107-. Como se muestra en las figuras 27A-27B, ninguno
de los ratones deficientes en citocinas anteriormente citados formé tumores después de la inyeccion de células
B16F1-IL-21. Sin embargo, las células de control de B16F1-GFP crecieron tumores en todos los ratones IFNy” e IL-
107, Estos datos muestran que el efecto antitumoral mediado por IL-21 no requiere la participacion activa de IFNy o
IL-10.

La terapia génica de citocina se usé para estudiar el potencial inmunoregulador in vivo de IL-21. Este ejemplo
muestra que la IL-21, cuando se secreta en el sitio del tumor por melanoma B16F1 modificado genéticamente o
células de fibrosarcoma de MethA, estimula las respuestas inmunes antitumorales eficaces que requieren la
presencia de la IL-21R cognada (Figura 23). Las células T CD8+ y las células NK son necesarios para la destruccion
del tumor y el posterior desarrollo de células T especificas de antigeno tumoral (Fig. 24A y 24B). Las citocinas Th1 y
Th2 principales, IFNy e IL-10, respectivamente, no parecen ser esenciales para las respuestas antitumorales
mediadas por IL-21 (Figuras 26A y 26B).

La eliminacion rapida y definitiva de células tumorales de melanoma B16 transducidas con IL-21 descrita en este
documento esta en contraste con los datos obtenidos en otros modelos de vacunacion con genes de citocinas. Los
ratones inmunizados con vacunas B16 transducidas con IL-4-, IL-5-, IL-6-, IL-12-, IFNy-, TNFoa- 0 GM-CSF mostraron
retraso moderado en la formacion de tumores, aunque eventualmente todos los ratones sucumbieron a tumores
letales (Dranoff, G. et al. (1993) PNAS 90:3539-3543; Nagai, H. et al. (2000) J. Invest. Dermat. 115:1059-1064).
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Ademas, las células que expresan GM-CSF, IL-5, IL-6, y TNF-a causaron efectos secundarios significativos, que van
desde hepatoesplenomegalia, debilitamiento y temblores hasta la muerte. Hasta la fecha, s6lo se ha informado en la
bibliografia que IL-2 e IL-10 inducen la regresién completa de los tumores B16 transducidos in vivo (Dranoff, G. et al.
(1993) supra; Gerard, C.M. (1996) Human Gene Therapy 7:23-31). En los estudios descritos en este documento,
ratones singénicos inyectados con células tumorales transducidas B16F1-IL-21 o MethA-IL-21 vivas no desarrollaron
tumor clinicamente manifiesto durante un periodo de mas de 27 semanas después de la inoculacién del tumor.
Ademas, el andlisis por citometria de flujo de células linfoides de bazos y ganglios linfaticos eliminados de ratones
inmunizados no mostr6 cambios importantes en la poblacién de células (datos no mostrados), lo que sugiere que la
secrecion paracrina de IL-21 en el microambiente tumoral orquesta respuestas antitumorales eficaces sin causar
efectos secundarios sistémicos detectables.

El tumor B16F1-IL-21 creci6 en ratones IL-21R”- pero no en ratones C57BL/6 (control). Esto indica fuertemente que
la interaccion de IL-21 e IL-21R es critica para el efecto mediado por IL-21 a pesar de la aparente redundancia en la
via de sefalizacién de IL-21R con otros receptores de citocinas (Parrish-Novak et al. (2000) supra; Ozaki et al.
(2000) supra; Asao et al. (2001) supra). Sin embargo, la proliferacién de tumores B16F1-IL-21 en ratones IL-21R" no
debe atribuirse a un defecto intrinseco en el desarrollo de células T y NK, ya que los ratones IL-21R tienen células
NK'y T normales que responden a citocinas distintas de IL-21 (Kasaian, M.T. et al. (2002) supra).

El sistema inmune innato y adaptativo puede participar en las respuestas inmunes contra tumores. La IL-21 puede
potenciar la activacién tanto de células NK como T in vitro. El experimento de agotamiento in vivo descrito en este
documento mostré que tanto las células NK como las células T CD8+ son necesarias para el rechazo completo del
tumor de IL21-B16F1. La participacién de las células NK en la vigilancia del tumor se confirma por el experimento de
agotamiento de NK descrito en este documento (Figura 24B). Dado que las células B16F1-IL-21 expresan un nivel
muy bajo de moléculas MHC de clase | (datos no mostrados), la inoculacion de células B16F1-IL-21 vivas puede
generar una respuesta inflamatoria local inicial. Las células NK pueden actuar como una primera linea de defensa
contra células tumorales (Trinchieri, G. (1994) J. Exp. Med. 180:417-421; Levitsky, H.l. et al. (1994) J. Exp. Med.
179:1215-1224; Wu, T.C. (1995) J. Exp. Med. 182:1415-1421). Esta fase temprana de la muerte de tumores genera
una plétora de antigenos derivados de tumores, que a su vez pueden ser absorbidos por APC profesionales y
presentados a células T citotdxicas restringidas por MHC. La contribucién de las células NK a la vigilancia temprana
de las células B16F1-IL-21 antes de que se generen respuestas inmunes adaptativas se refleja adicionalmente en el
crecimiento del tumor B16F1-IL-21 significativamente retardado en ratones con agotamiento de células T CD8+
(figura 24A).

La evidencia de la participacién de células T en la regresiéon del tumor inducida por IL-21 es proporcionada por la
restauracion del crecimiento tumoral en ratones desnudos (Figura 23B). Tanto las células T CD4* como las CD8* se
han descrito en diversas estrategias de vacunas basadas en células tumorales que son importantes para la
induccion de la regresion del tumor y el desarrollo de inmunidad protectora (Colombo, M.P., y G. Forni (1994)
Immunology Today 15:48-51; Hock, H. et al. (1993) PNAS 90:2774-2778; Hung, K. et al. (1998) J. Exp. Med.
188:2357-2368; Segal, B.M. et al. (2002) J. Immunol. 168:1-4). Los estudios han demostrado que se necesitan
células auxiliares T CD4+* para la activacion de células T CD8* naive (Clarke, S.R. (2000) Journal of Leukocyte
Biology. 67:607-614). Por el contrario, los hallazgos descritos anteriormente demuestran que se requieren células T
CD8*, pero no CD4+, para la respuesta antitumoral de IL-21. Los hallazgos en este documento descritos parecen ser
consistentes con estudios recientes que han demostrado que la eliminacion de células T CD4+ puede mejorar
realmente el efecto antitumoral de la terapia génica de citocinas in vivo (Sutmuller, R.P. et al. (2001) Journal of
Experimental Medicine. 194:823-832; Nagai, H. et al. (2000) Journal of Investigative Dermatology 115:1059-1064).
La IL-21 también puede potenciar la activacion de células T CD8* naive disminuyendo el umbral de coestimulacion
necesaria para la activacién de células T y/o aumentando la presentacion de antigenos de APCs portadoras de IL-
21R (Schoenberger, S.P. et al. (1998) Nature. 393:480-483; Bennett, S.R. et al. (1998) Nature 393:478-480).

Los ratones inyectados con células tumorales B16F1-IL-21 desarrollaron despigmentacion de cabello y piel
alrededor de los sitios de inyeccién. Es probable que la autoinmunidad contra el melanocito de ratén normal se
indujo a través de un epitopo comun compartido con células tumorales B16 en la proximidad cercana de los sitios de
inyeccion de tumores. Utilizando células de melanoma B16 transducidas con gen de citocina junto con el
agotamiento de anti-CD4 o el bloqueo de CTLA-4, otros investigadores también han reportado observacion similar.
Sin embargo, la despigmentacion de la piel es similar al vitiligo, sugiriendo una implicacién mas sistémica de las
células putativas autoinmunes contra los melanocitos (Sutmuller, R.P. et al. (2001) Journal of Experimental Medicine.
194:823-832; Nagai, H. (2000) Journal of Investigative Dermatology. 115:1059-1064; van Elsas, A. et al. (1999)
Journal of Experimental Medicine. 190:355-366). EI TRP-2 es uno de dichos epitopos compartidos entre células
tumorales B16F1 y melanocitos normales. Dado que las células T con elevada afinidad con los autoanticuerpos se
agotan en el timo, las células T especificas de TRP-2 que escapan del agotamiento del timo deben ser de baja
avidez. No obstante, los ratones inyectados con tumor B16F1-IL-21 tienen mas de tres veces de células T
especificas de TRP-2 que los ratones inyectados con tumor B16F1-GFP (control), lo que sugiere que IL-21 reduce el
umbral para la activacion de células T naive en ratones inyectados con B16F1- IL -21.

La actividad antitumoral de IL-21 también se correlaciona con funciones de células T CD8* mejoradas, como se
demuestra tanto por la produccién incrementada de IFNy especifica de antigeno, como por actividades de CTL
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tumorales aumentadas. Aunque se ha descrito que IFNy e IL-10 juegan un papel esencial en el rechazo tumoral,
nuestros experimentos con ratones deficientes en IFNy e IL-10 indican que su presencia no es necesaria para el
rechazo del tumor mediado por IL-21.

En resumen, los resultados presentados en este documento sugieren que al menos tres mecanismos mutuamente
no exclusivos subyacen a la respuesta antitumoral mediada por IL-21: (1) la secrecién paracrina de IL-21 en el
microambiente tumoral desencadena y soporta la vigilancia del tumor innato inicial mediada por células NK; (2) IL-21
activa APCs y facilita la captacion de residuos tumorales y posterior presentacion de antigenos tumorales a células T
naive, de ahi la respuesta inmune adaptativa por células T CD8*; (3) La IL-21 reduce el umbral para la activacién de
células T naive, permitiendo asi el reclutamiento y activacién de células T autorreactivas de baja afinidad que
escapan a la tolerancia central.

Ejemplo 10: IL-21 mejora las respuestas de células T CD8* especificas de antigeno

Este ejemplo muestra que un analisis de la expresion de ARNm de IL-21 e IL-21R, y los efectos de IL-21 sobre las
respuestas de células T CD8* murinas. Las células T CD8+ naive expresan IL-21R y la expresién se aumenta por
estimulacién. Las células T CD8* s6lo expresan ARNm de IL-21 detectable cuando se estimulan en presencia de IL-
21 exégena. La IL-21 aumenta especificamente la proliferacién de células T CD8* estimuladas con mAb anti-CD3 o
antigeno, aunque no es tan potente como la IL-2 a niveles limitantes de estimulacién. Sin embargo, en comparacion
con la IL-2, la presencia de IL-21 durante el cebado in vitro de células T CD8* dio como resultado el desarrollo de
células efectoras con mayor capacidad para lisar las células diana y producir IFN 7. Estos hallazgos apoyan un papel
de la IL-21 en la generacion de respuestas de las células T CD8*.

Protocolos experimentales

Reactivos. La IL-21 murina se produjo por transfeccion de células COS y concentracion del sobrenadante; la
actividad se denomina a rmiL-21 (R&D Systems, Minneapolis, MN) por bioensayo. Se usaron volumenes
equivalentes de sobrenadante de transfectante simulado concentrado como control. IL-21R.Fc se construyé uniendo
el dominio extracelular pronosticado de IL-21R humana a cola de carboxi de IgG2a murina con mutaciones para
minimizar la unién de Fc y la fijacién del complemento. Se usaron como se indica rhlL-2 (R&D Systems, Minneapolis,
MN), rmIL-12 (Wyeth, Cambridge, MA), rmIL-15 (R & D Systems), rmIL-21 (R&D Systems).

Ratones. ratones 2C TCR Tg cuyo TCR es especifico para el aloantigeno Ld fueron criados y mantenidos en
Charles River Laboratories (Wilmington, MA).

RPAs

Ensayos de células T. Las células T se purificaron a partir de los ganglios linfaticos TCR 2C Tg usando columnas de
seleccién negativas (R&D Systems) o se clasificaron basandose en la expresion de CD8 y CD62L. Se estimularon
las células T purificadas (2 x 105/ml) con mAb anti-CD3 unido a placa (2C11, Wyeth, Cambridge, MA) o esplenocitos
Balb/c irradiados (2000R, 1-5x108/ml) y citocinas como se indica. La proliferacién se determiné mediante
incorporacion de 3H-timidina (1 uCi/pozo). Para el cebado, los cultivos se ajustaron como anteriormente con las
citocinas indicadas durante 4-6 dias. Se recogieron las células, se lavaron, se contaron y se usaron en ensayos de
CTL de 4 h con dianas 5x10° de P815 (especifico) o EL4 (no especifico) marcadas con 51Cr en las proporciones
efector:diana clasificadas o reestimuladas en placas recubiertas con mAb anti-CD3 ), durante 40 horas.

Expresion de IL-21R e IL-21 por células T CD8+. Los informes anteriores han demostrado una expresion limitada de
linfocitos de expresion de IL-21R y IL-21 por células T CD4+ humanas activadas. Utilizando ensayos de proteccion
de RNAasa se ha analizado la expresion de ARNm de IL-21R y IL-21 por células T CD8+ murinas naive. Las células
CD8+ CD62L+ 2C TCR+ se clasificaron y se estimularon con mAb anti-CD3 en presencia de sobrenadante COS
transfectado de IL-21 o simulado o mAb anti-CD28 y se preparé ARN para ensayos de proteccion con RNAasa de
IL-21R o IL-21 (Figura 27A).

Las células T CD8+ recién aisladas expresaron ARNm de IL-21R implicando que estas células son capaces de
responder a IL-21. La cuantificacién de la intensidad de la sefial con respecto a un estandar interno mostré que la
activacion mediada por TCR dio como resultado un aumento de ~2 veces en los niveles de ARNm de IL-21R (Figura
27A). La activacion de TCR con coestimulacién de CD28 dio como resultado un aumento de ~4 veces del ARNm de
IL-21R, lo que sugiere que la activacion fisiolégica de 2 sefiales de células T CD8+ daria como resultado un aumento
de la expresion de IL-21R y una sensibilidad aumentada a IL-21. Curiosamente, la presencia de IL-21 durante la
estimulacién también indujo un aumento de ~ 4 veces en la expresién de IL-21R, proporcionando evidencia de un
mecanismo de IL-21 para amplificar la respuesta de IL-21 durante la activacién de células T CD8+. La expresion de
IL-21R por células T CD8+ naive la distingue de receptores de otras citocinas que también actlian sobre células T
CD8+ tales como las de IL-2, IL-12 o IL-15 que requieren activacion para expresion. Se observaron resultados casi
idénticos en células T CD8+ no transgénicas (datos no mostrados).

La expresion de ARNm de IL-21 se analizé a partir de las mismas células T CD8+ murinas purificadas. Se descubrié
que las células T CD8+ murinas activadas con mAb, anti-CD3/anti-CD28, o anti-CD3 naive no expresaban un ARNm
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de IL-21 significativo (Figura 28B). Esto esta de acuerdo con los resultados utilizando células T CD8+ humanas y
contrasta con observaciones en células T CD4+ en las que se ha demostrado que la activacion aumenta la
expresion de ARNm de IL-21. Curiosamente, la estimulacion con mAb anti-CD3 e IL-21 exdgeno dio como resultado
un fuerte aumento de la expresion de ARNm de IL-21 (2 veces después de 36 horas y 8 veces después de 60 horas
de estimulaciéon) mostrando que las células T CD8+ son capaces de producir esta citocina.

De este modo, las células T CD8+ expresan el ARNm de IL-21R vy, en presencia de IL-21 exdgena, aumentan la
expresion de IL-21R, asi como la expresion de IL-21 de novo. Las células T CD4+ activadas son la fuente probable
de la IL-21 inicial que conduce estos eventos. De esta manera, IL-21 es similar a IL-2 que también se produce
predominantemente por células T CD4+ y se utiliza por células T CD8+. Los resultados sugieren que existe un
mecanismo para mantener la respuesta de IL-21, durante la activaciéon de células T CD8+, independiente de IL-21
derivado de células T CD4+. IL-21 mejora la proliferaciéon de células T CD8+.

Se ha demostrado que IL-21 aumenta la proliferacion de células B humanas estimuladas con anti-CD40 y células T
humanas y murinas estimuladas con mAb anti-CD3 inmovilizado [1,2]. En este documento, se analiz6 el efecto de la
IL-21 en la estimulacion de antigenos de células T CD8+ murinas purificadas y se encontré que la proliferacién de
células T CD8+ 2C fue mejorada por IL-21 de una manera dependiente de la dosis (Figura 29A). IL-21 exhibi6é una
potencia similar a IL-15, pero no fue tan potente como IL-2 o IL-12 (Figura 29B).

Debido a que la IL-21 puede afectar la funcién de las células B [1], el siguiente experimento evalia si la IL-21
aumentaba la proliferacion de células T CD8+ 2C actuando directamente sobre células T o indirectamente a través
de efectos sobre las APC en este sistema. Las células T CD8+ 2C purificadas se estimularon con mAb anti-CD3
inmovilizado en presencia de cantidades crecientes de IL-21 (Figura 28C). Al igual que con las respuestas de
antigeno, IL-21 aumento la proliferacion de células T CD8+ a la estimulacion anti-CD3 de una manera dependiente
de la dosis. Aunque esto no descarta un posible efecto de IL-21 en APCs, si apoya que esta citocina puede actuar
directamente sobre las células T para modular su funcién. La comparacién de los efectos de las citocinas utilizando
la estimulacion anti-CD3 de células T CD8+ revelé que la IL-21 y la IL-15 inducen niveles similares de proliferacion,
sin embargo, la IL-2 y la IL-12 son mas potentes que la IL-21 para inducir la proliferacion (Figura 28D).

Debido a que la IL-21 usada en la mayoria de estos estudios era sobrenadante concentrada a partir de
transfectantes COS, se us6 una proteina de fusion IL-21R.Fc para neutralizar especificamente las respuestas de IL-
21. Los ELISA se realizaron para mostrar que mIL-21R.Fc unido a mIL-21, y que era capaz de neutralizar la unién de
IL-21 a su receptor (datos no mostrados). Se estimularon células T CD8+ 2C con mAb anti-CD3 inmovilizado y
cantidades crecientes de IL-21 en presencia o ausencia de IL-21R.Fc (Figura 28C). La respuesta inducida por IL-21
se inhibié por la adicion de IL-21R.Fc soluble que muestra que la proliferacion aumentada observada en presencia
de sobrenadante de transfectante de IL-21 se debi6 especificamente a IL-21. IL-21R.Fc no tuvo ningun efecto sobre
la proliferacion mediada por IL-2 o IL-15 (datos no mostrados).

La IL-21 aument6 especificamente la proliferacion inducida por antigeno de células T CD8+ murina, resultando en
promedio una proliferacién de 3 veces y 6 veces mayor con estimulacion anti-CD3 o antigeno, respectivamente
(n=5). Esto puede ser el resultado de niveles comparativamente mas bajos de expresion de IL-21R, competencia
para gammac en el caso de IL-2 e IL-15, o el efecto biolégico de esta citocina. Los datos mostrados en este
documento extienden nuestros resultados anteriores muestran que IL-21 aumentd la proliferacion de la estimulacion
de aloantigeno de células T no separadas y subraya la importancia potencial de la IL-21 en respuestas fisioldgicas
mediadas por células T CD8+. Por el contrario, con su capacidad para potenciar la proliferacion de células T CD8+,
IL-21 no soporta el crecimiento de células NK murinas e inhibe el crecimiento de células NK mediadas por IL-15.
Estos resultados sugieren que IL-21 puede activar distintos programas de sefalizacién en diferentes tipos de
células. De acuerdo con los resultados utilizando células T no separadas, se encontrd que la IL-21 era més eficaz
para aumentar la proliferacion de células T CD8+ purificadas a niveles subdptimos de estimulacion de anti-CD3 o
antigenos (datos no mostrados). Esto sugiere que IL-21 sirve como una sefial accesoria que mejora la sensibilidad
de las células que responden al antigeno limitante. Al igual que la IL-2, la IL-21 se fabrica mediante células T CD4+
activadas y actla sobre células T CD8+ para potenciar su proliferacion y puede contribuir a la actividad del ayudante
T atribuida a las células T CD4+. De este modo, aunque la IL-21 mejora la proliferacion de células T CD8+ no es tan
potente como la IL-2 derivada de células T o la IL-12 derivada de macr6fagos, lo que sugiere papeles no
redundantes para estas citocinas.

IL-21 mejora la actividad litica de células T efectoras CD8+.

Habiendo demostrado que IL-21 mejora la proliferacion de células T CD8+, a continuacién, se examinaron los
efectos de IL-21 sobre la diferenciacion de células T CD8+. Las células T CD8+ 2C TCR Tg se cebaron in vitro en
presencia de la(s) citocina(s) indicada(s), luego se cosecharon y se ensayaron el nimero igual de células para la
actividad CTL (Figura 29A). La presencia de IL-21 durante el cebado dio como resultado la generacion de células T
efectoras CD8+ con mayor actividad litica sobre una base por célula que las células cebadas en ausencia de IL-21.
Este aumento de la actividad litica fue adn méas pronunciado, cuando IL-2 también estaba presente durante el
cebado (Figura 29B). Ninguna de estas condiciones de cebado dio como resultado la capacidad de matar células
diana no especificas (datos no mostrados). De este modo, la IL-21 mejora potentemente el desarrollo de la funcién
efectora de células T CD8 + especifica de antigeno. Otras citoquinas tales como IL-12 e IL-15 también han
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demostrado mejorar la diferenciacién de CTL. La IL-21 se compar6 con estas citocinas y fue comparable en su
capacidad para inducir CTL potentes (Figura 29B).

Anteriormente, hemos mostrado que IL-21 puede aumentar el desarrollo inducido por IL-15 de la actividad litica de
NK inducida por IL-15 y CTL especifica de aloantigeno. Los datos presentados en este documento, utilizando células
de cebado y de diana especificas de antigeno definidas, amplian este resultado mostrando que IL-21 sola o en
combinacion con IL-2 puede mejorar el desarrollo de CTL a partir de células T CD8+ naive. Varios mecanismos
podrian explicar esto incluyendo aumento de la sensibilidad a los niveles de antigeno, aumento de la expresion de
moléculas de adhesion o aumento de la expresidén de enzimas granulos. Los estudios estan en curso para examinar
estas posibilidades, los datos preliminares sugieren que la IL-21 indujo mayor expresion de ARNm de granzima A.
Es importante destacar que, aunque la IL-2 era mucho méas potente que la IL-21 para estimular la proliferacién de
células T CD8+, el cebado en presencia de IL-21 gener6 una actividad litica significativamente més alta. A pesar de
que comparten homologia, una cadena de receptores y ambos son hechos por células T CD4+, los hallazgos
presentados en este documento subrayan los papeles Unicos de IL-2 e IL-21 y sugieren un papel importante para la
IL-21 en la generacion de respuestas de células T CD8+.

Produccién de IFN gamma (o IFNg) de células T CD8+ de IL-21.

Ademas de la actividad de CTL, las células T efectoras CD8+ diferenciadas secretan altos niveles de IFNy cuando se
reestimulan con antigeno. Por lo tanto, analizamos si la IL-21 presente durante el cebado modul6 la capacidad de
las células T CD8+ para producir IFNg y lo comparé con otras citocinas que se sabe que afectan a las respuestas de
células T CD8+. Las células T 2C TCR Tg fueron cebadas con antigeno/APC, IL-2 y la citocina indicada durante 5
dias, a continuacion, igual numero de células fueron reestimuladas con mAb anti-CD3 (Figura 29C). El tratamiento
con IL-21 durante el cebado de células T CD8+ dio como resultado la generacién de células que producian titulos
mas altos de IFNg que las células cebadas en ausencia de IL-21 (aumento de 13 veces). Utilizando dosis de citocina
que generaron actividad de CTL equivalente, las células T CD8+ cebadas en presencia de IL-12 o IL-21 produjeron
titulos similares de IFNg IL-15 fue mas eficaz en la induccion de IFNg que producen células T CD8+. Como ambas
IL-15 e IL-21 aumentaron de forma similar el desarrollo de la actividad litica de células T CD8+ (Figura 29B), esta
capacidad diferencial para inducir la produccion de IFN gamma sugiere papeles no redundantes para las mismas
citocinas relacionadas. Estos resultados son particularmente interesantes ya que recientemente se ha demostrado
que IL-21 antagoniza la produccion de IFN-gamma inducida por IL-12 por células T CD4+. De este modo, IL-21
juega papeles opuestos en la diferenciacion de células T CD4+ y CD8+ en células productoras de IFNg. Esto es
consistente con la capacidad de las células T CD8+ para producir IFNg de una manera independiente de IL-12/Stat4.
En conclusion, la exposicién a IL-21 resulta en una mayor capacidad para secretar IFNg consistente con su papel
como factor de diferenciacién para células T CD8+.

Los experimentos descritos en este documento muestran que IL-21 es un potente factor de crecimiento y
diferenciacion para células T CD8+ que responden al antigeno. Los animales deficientes en IL-21R tienen células T
CD8+ funcionales. Este hallazgo, junto con los datos presentados en este documento, implica que las respuestas de
IL-21 no son necesarias para el desarrollo/mantenimiento de células T CD8+, sino mas bien que la IL-21 aumenta la
generacién de la funcion efectora. Al igual que la IL-2, la IL-21 se produce mediante células T CD4+ activadas y
nuestros resultados comparando las acciones de estas dos citocinas sugieren que, aunque IL-2 impulsa
potentemente la proliferacion de células T CD8+, IL-21 es mucho mas eficaz en la promocién de la diferenciacion
efectora T CD8+. Recientemente, se ha demostrado que la IL-21 se produce principalmente por células Th2, lo que
sugiere un mecanismo para el desarrollo de CTL productores de IFNg durante las respuestas Th2. La IL-15 es
similar a la IL-21 en su capacidad para inducir la proliferaciéon de células naive y el desarrollo de CTL, pero es mucho
mas eficaz para provocar la produccién de IFNg. Al igual que la IL-2, la IL-12 también induce fuerte proliferacion de
células T CD8+ y como IL-21 induce una potente actividad de CTL y produccién de IFNg. De este modo IL-2, IL-12,
IL-15 y IL-21 son eficaces para mejorar diferentes aspectos de las respuestas de células T CD8+ naive. Ademas,
estas citocinas estan hechas por diferentes tipos de células: IL-2 e IL-21 son segregadas por células T CD4+
activadas mientras IL-12 es producida por macréfagos activados e IL-15 es producida por células estromales,
células endoteliales, asi como macréfagos. En conjunto, esto sugiere que IL-2, IL-12, IL-15 e IL-21 actlan en fases
distintas y los sitios de respuestas inmunes no son redundantes. Se ha propuesto anteriormente que la IL-21 puede
ser un mediador de la transicion entre la respuesta inmune innata y adaptable, los datos presentados en este
documento mostrando la mejora de las respuestas de células T CD8+ apoya esta hip6tesis. Dado sus potentes
efectos sobre las células T CD8+, serd interesante analizar el papel de la IL-21 en las respuestas de CD8+ a
tumores e infecciones virales in vivo.

Ejemplo 11: Los macroéfagos primarios expresan IL-21R y responden a IL-21 por proliferacién y secrecién de niveles
incrementados de citocinas y quimiocinas

Este ejemplo describe el hallazgo de que IL-21 actiia como un factor de proliferacion para células hematopoyéticas
que especificamente promueven el crecimiento de macréfagos y células progenitoras de médula 6sea.

Se examiné el efecto de la IL-21 sola y en combinacion con otros factores en la modulacién del crecimiento de las
células hematopoyéticas. Se encontr6 que la IL-21 actia como un factor de proliferacion para células
hematopoyéticas de raton y humanas que especificamente promueven el crecimiento de colonias de macréfagos en
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metilcelulosa a partir de progenitores de médula dsea murinos negativos de linaje. La IL-21 también actua para
mejorar la proliferacion de células CD34+ humanas y dio como resultado una expresion aumentada del marcador
especifico de macréfagos CD14. Utilizando células CD14+ clasificadas de médula 6sea humana, se ha demostrado
mediante analisis de proteccion de ARNsa (RPA) que la IL-21R se expresa en macréfagos, y se aumenta la
expresion por TNF e IL-1 después del crecimiento en GMCSF. De este modo, sugiriendo un papel de otras citocinas
inflamatorias en la regulacion de respuesta de IL-21. La expresion de la proteina del IL-21R en ratones y macréfagos
humanos se ha detectado mediante el andlisis FACS. La IL-21 actua directamente sobre estas células dando como
resultado la activacion, el crecimiento y la secrecion aumentada de quimiocinas y citocinas. En conjunto, estos
resultados muestran que el complejo IL-21/IL-21R es importante para regular el crecimiento y la funcion de los
macréfagos y para influir en las respuestas de los macréfagos en los sitios inflamatorios.

Equivalentes

Los expertos en el arte reconoceran, o seran capaces de comprobar utilizando no mas que la experimentacion
rutinaria, muchos equivalentes de las realizaciones especificas de la invencién descrita en la presente memoria. La
presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Wyeth

<120> Métodos y composicién para modular la actividad del receptor de la interleucina 21
<130> GI5320-PCT-P2
<140> Todavia no asignado
<141>2002-10-04

<150> 09/972,218
<151>2001-10-04

<160> 44

<170> PatentlIn version 3.1
<210> 1

<211> 2665

<212> ADN

<213> Humano

<400> 1
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gtcgactgga
tgactcgggc
ctgtcacccco
acacggaatg
gogtggctgg
cctogtetge
CCaccCcago
cacctoctge
catggatgta
tggcaactac
CCCtticaac
cgaagaccct
ccggggagac
tgtctcoccte
agggcccatg
ctttcagacc
cctgottgte
gcratggaag
gggcrgcage
gctgggacco
acggagcccg

gtctgacggt

ggcccagetg
tgggrgtgga
cacgctgaac
gatttctgag
gecgocoect
tacaccgatt
acgctcaccc
agcctocaca
ttccacttca
tcccaggagt
gtgactgtga
gecttctaca
ccctgggcotg
ctoccocctgg
cctggectect
cagtcagagg
atagtcttca
aagatatggg
ggagacttca
tggagcocag
gccaagaggc

gtgcccaagc
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cccgtcatca
TLCctcacoco
ccagctgcca
aaagaagccg
tgctoctact
acctccagac
ttacctggea
ggtcggocca
tggcogacga
gtggeagett
cocttetcagg
tgctgaaqagg
tgagtocgag
agrttcogcaa
cctaccaggg
agttaaagga
ttcctgoctt
cogtoooccag
agaaatgogt
aggrgcccto
tgcagoteac

ccagcttctg

gagtgacagg
aggcctctge
cocccagaag
adacagaagg
gctgctocag
ggtcatctgc
agaccagtat
caatgccacg
cattttcagt
tetectgget
acagtataat
caagcttcag
gagaaagctg
agactcgagc
gacctggagt
aggctggaac
ctggagoctg
ccctgagogg
gggtgeaccc
caccctggag
ggagctacaa

gocgacagoc

46

tcttatgaca
ctgctttctc
cccatcagac
cccgtgggag
ggaguctgag
atcctggaaa
gaagagctga
catgccacct
gtcaacatca
gagagcatca
atctectgge
tatgagctge
atctcagtaqg
tatgagctac
gaatggagtyg
cctcacctgo
aagacccatc
Ttcttcatgo
ttcactggct
gtgtacagct
gaaccagcag

cagaactcgg

gcoctgattog
agaccctcat
tgoccoccago
tcagecatgee
gctgococcga
tgtggaacct
aggacgaggac
acacctgoca
cagaccagtc
agecggetee
gctcagatta
agtacaggaa
actcaagaag
aggrgcgggc
acccégtcat
tgcttctect
cattgtggag
ccctgtacaa
ccagcctgga
gocacccacc
agctggtgga
ggggctoage

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
860

1020
1080
1140
1200
1260
1320



<210>2
<211> 538

ttacagtgag
agatgcagag
ggacctggat
gaccacagtc
gggaagcctc
actgecetgy
ggccggoctg
tgtggagtgt
gtgggtggtc
actggatgtc
ctgtgatgtg
tacagtgtct
gtgtgtctta
cctgggataa
ggagctcacc
cagcogtect
tgtgggatca
aggagctgea
ggagtgagec
ctgaatcccg
tagactagag
cgatgtcaco

Tcaaaaaaaa

<212> PRT

<213> Humano

<400> 2

gagagggatc
gggccatgca
gctggoctgg
ctgtcctgtg
ctggacagac
ggtogocggt
gatatggaca
gacttcacca
dtTCCtcege
cagagctggc
aagacacctyg
grgtotgtgt
ggtgcgeagt
tgecccatggt
catgtgcaca
cocctoctagg
ggacattgcoc
agaagtccat
catggtgacc
actctgatac
trtccrtatc
cgtgtacggt

aaaaaaaaat

Met Pro Arg
1
Gly Trp Gly
val Ile Cys
35
Leu Thr Trp
50

Cys Ser Leu
B3
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ggccatacgg
cCctggooctg
agcocagooc
gotgtgtcto
Taaagocace
cacctggang
cgtttgacag
gccooogggga
cactttcgag
caggccacty
cagoctttgy
gtgcatatgt
fggcatgtoca
actccatgca
agtgtgcaca
gtcttgtgtt
tgtgactgag
attgttcctt
tcgggaatgg
cttctggetyg
cagacagtgg
acgcagccca

ctaga

Gly Trp ala ala
5
C¥s Pro Asp Leu
20
ITe Leu Glu Met
Gln Asp GlIn Tyr
53

His Arg Ser ala
70

cctggtgtcco
cagctgtoag
aggcctagag
agctggeage
ccttgoagat
ggtctcagan
tggotttgty
Cgaaggaccc
cocctggacoc
ggccctgage
tctcctggat
gtgtatgtge
cgtgtgtata
ttcacctgce
gtaaacgtat
gcaagltogt
goggagooca
atcacctgee
caattttttg
tgctacctga
ggaaggcatg
gagcagaccc

Pro Leu Leu
10

val Cys Tvr
25

Trp Asn Leu

40

Glu Glu Leu

His asn ala

47

attgacacag
gatgacggot
gacccactct
cctgggctag
ggggaggact
agtgaggcgg
ggctctgact
ccococggaget
caggccagct
Cagagacaagq
gggcctttga
atatgcatat
tgattgcacyg
ctgtgcatgt
ttgtggtcaa
coacagcatc
gocctccago
aacaggaagc
ggcggccoct
gocaagtcgo
acacacctog

tcaataaacg

Leu Leu
Thr Asp
His Pro
45

Lys Asp
&0

Thr His
75

tgactgtgct
acccagccct
tggatgcagg
gagggcccct
gggctggogg
gctcaccoct
gcagcagcce
acctccgoca
aatgaggctg
gtcacctgag
gectgatgtt
gtgtgtatgt
tgcctgtagy
ctggactcac
cagatgacaa
tcogggactt
gtctgocctoe
gaaaggggat
ggacgaaggt
ctccoctote
gggaaattgg
tcagottoct

Leu

Tyr

ser

Glu

Ala

Leu Gln Gly
15

Leu GIn Thr
30

Thr Leu Thr

Ala Thr Ser

Thr Tv¥r Thr
80

1350
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2665



Asn
Leu
Thr
Pro
145
Arg
Ser
Asp
Ser
Thr
225
Leu
Thr
Pro
Lys
Pro
305
Pro
Pro
Pro
Arg
Glu
385
Ala

Fro

Ala

His
Ile
Leu
Phe
130
Ala
ASN
wval
sar
Tyr
210
Gln
Leu
His
Glu
Lys
290
Trp
Pro
Ala
Thr
Pro
370
Gly
Leu

Leu

Gly

Met
Thr
Ala
115
sSer
Phe
Arg

Asp

Ser
195

" Gln

ser
Leu
Pro
AP

27

Trp
ser
Arg

Glu

Ala
355

Tyr

Fro

AsSp

Leu

ser
435

Asp
Asp
100
Glu
Gly
Tyr
Gly
Ser
180
Tvr
Gly
Glu
Leu
Leu
260
Phe
val
Pro
ser
Leu
340
Gln
Gly
cys
Leu
Asp

420

Pro

val
a5

Gln
Ser
Gln
Mat
Asp
165
Arg
Glu
Thr
Glu
val
245
Trp
Phe
Gly
Glu
Pro
325
val
Asn
Leu
Thr
Asp
405

Ala

Gly
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Phe
ser
Ile
i
Leu
150
Pro
Ser
Leu
Trp
Leu
230
Ile
Arg
Met
ala
val
310
Ala
Glu
Ser
val
Tr

39

Ala

Gly

Leu

His
Gly
Lys
Asn
135
Lys
Trp
val
Gln
Ser
215
Lys
val
Leu
Fro
Fro
295
Pro
Lys
Ser
Gly
ser
373
Pro
Gly

Thr

Gly

Phe Met

Asn Tyr
105

Pro Ala
120

Ile ser
Gly Lys
Ala val

Ser Leu
185

val Arg
200

Glu Trp
Glu Gly
Phe Ile
Trp Lys

265

Leu Tyr
280

Fhe Thr
Ser Thr
Arg Leu
Asp Gly

345

Gly ser
3

Ile Asp
Cys Ser
Leu Glu

Thr val
425

g}a Pro

48

Ala
a0

Ser
Pro
Trp
Leu
Ser
170
Leu

Ala

Ser

Lys
Gly
Leu
Gin
330
val
Ala
Thr
Cys
Pro
410

Leu

Leu

Asp
Gin
Pro
Arg
Gin
155
Pro
Pro
Gly
ASp
Asn
235
Ala
Ile
Gly
sar
Glu
315
Leu
Pro
TYF
val
Glu
395
Ser

ser

Gly

Asp

Glu

Fhe

ser
140

Tyr
Arg
Leu
Fro
Pro
220
Pro
Fhe
Trp
cys
ser
300
val
Thr
Lys
Ser
Thr
380
Asp
Fro

Cys

Sar

Ile
Cys
Asn
125
Asp
Glu
Arg
Glu
Met
205
val
His
Trp
Ala
ser
2B5
Leu
Tyr
Glu
Pro
Glu
365
val
Asp
Gly

Gly

Leu
445

Phe
Gl
11
val

Tyr
Leu
Lys
Phe
190
Pro
Ile
Leu
ser
val
270
Gly
Glu
Ler
Leu
ser
350
Glu
Leu
Gly
Leu
Cys

430

Lel

Ser
a5

Ser
Thr
Glu
Gin
Leu
175

Arg

Gly

Lew
Leu
255
Pro
AsSp
Leu
Cys
Gin
335
Phe
Arg
AsSp
Tyr
Glu
415

val

Asp

val
rhe
val
Asp
1%5
Ile
Lys
ser
Gln

Leu
240

Lys
ser
Phe
Gly
His
320
Glu
Trp
Asp
Ala
Fro
400

Asp

ser

Arg
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Leu Lys
450
Trp Gly
465
Pro Leu
Ser Asp
Glu Gly
Pro Leu
530
<210> 3
<211>70
<212> PRT
<213> Humano
<400> 3
Leu Met
1
Asp wval
Leu Trp
Lys Pro
50
phe Ile
65
<210> 4
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro
Gly
Ala
Cys
Pro

315

ser

Thr
Gin
Ser
35

Leu

Leu

ES 2629395 T3

Pro Leu ala asp Gly Glu asp Trp Ala 6ly Gly Leu Pro
455 460

Arg ser Pro Gly Gly val ser Glu ser Glu Ala Gly Ser
470 475 480

Gly Leu Asp Met Asp Thr phe aAsp Ser Gly Phe val Gly
485 490 495

Ser Ser Pro val Glu Cys asp Phe Thr Ser Pro Gly Asp
500 505 510

Pro Arg Ser Tyr Leu Arg GIn Trp Val val Ile Pro Pro
520 525

ser Pro Gly Pro GIn Ala ser
335

Asn Ala Phe Ile Ser Ile Ile Asp Asp Leu Ser Lys Tyr
5 10 15
val arg Ala Ala val Ser Ser Met Cys Arg Glu Ala Gly
20 25 30
Glu Trp Ser &In Pro ITe Tyr val Gly Asn Asp Glu His
40 45

Arg Glu Trp E‘EE val Ile val Tle Eﬁt Ala Thr Ile cys

Leu IlTe Leu
70

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador de PCR

<400> 4

gagtccgagg agaaagctga tctca

<210>5

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

25

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador de PCR

<400>5

49
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gaaagatgac cgggtcactc catt 24

<210>6

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucle6tido de hibridacién marcado
<400> 6

actcgagcta tgagctgcag gtgcgggcea 29

<210>7

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido de hibridacion marcado NN14-1b (MU-1)
<400>7

actcgagcta tgagctgcag gtgcgggcea 29

<210>8

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Motivo caracteristico de la familia del receptor de la hematopoyetina
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> En la que Xaa es cualquier aminoacido.

<400> 8
Trp Ser Xaa Trp Ser
1 5
<210>9
<211> 2628
<212> ADN

<213> Ratén
<400>9

50



gtcgacgogg
gcttgtctga
caggcgtgec
tgcccagatg
ctggacttgc
ctococgagtco
atggcrtict
actggctgoc
ctacactgac

catactcagt

cggtaccage
ccgcaagtot
ctgtctotgt
cCoggctggt
acctgactga
cgctgtgact
gagaaagacc
trtactectge
tacctotgga

ctcacctggo
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tgtctgocca
gococcatooct
ctggetgoce
cctcagoctc
actoctgece
coccacgooca
ctgaaggagt
tgattctoca
ccatcacctg

aagatgaata

cttctectgt
ggggcageca
cagccctact
aggactatct
acctcaaacc
ggagaccacc
aggtctggga
tggagcttag
tgtcctagag

tgaggaactt

51

ggtgtgecctc
actggcctoa
gtettectet
cagcagtgac
TtCacctooc
caagtgccco
cacagcatge
agctgeetgg
acacggagec

caggaccaag

acggtcactt
gcccgtgoce
grgtaggcte
tccocctgatt
accaccacca
agcctaaaga
cccggggcee
accteacttg
ccaaccocag

agaccrttctg

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
&00



<210> 10
<211> 529
<212> PRT

cagocctacac
gtctcaattc
ctoocaagag
cogtgactgtg
ctccaactac
cccctatget
tctccctgaa
gocaggcact
ccagoctoag
gatcattgtc
gatatgggca
cgggaacttc
acagagttcc
gttcccgong
tcactggtgo
agaccggcca
gtgtgtctgg
ccgagagtct
ttgcggetgt
caggitgagg
tgggtcocca
cacatttgac
accccctoga
agcccagage
atttacagtg
tgtgtgtatyg
gtctgttgct
attctcatgt
aataaaattg
tgtttggaga
ggagaggaga
aggggagagg
tgaggaggtyg

cadagccaat

<213> Ratén

<400> 10

aggrctggcc
ctgtccgatg
tgtggcaget
gocttctcag
grgctgagag
atgaggocag
gagttccaca
tcattcaggg
gagcccgagg
Cctggttttca
ccagtgocoa
aagaaatggg
acaacaacat
ctgccgggtc
ataatccocct
tatagtctgg
ccctgtaget
ggccctaatt
gtctecaggta
ctgtcatttg
ggaggggact
agtggetttg
agctatctec
agctagcata
tgaacatgta
tgtgtgtgtg
atgtattgta
ttacaaactt
gctgcaacca
togagaagga
ggagaggaga
gaccatgagc
goeaggeeag

taaaataaca
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aCaacaccac
aagttttcat
trgtcctgge
gacgctatga
gcaagctaca
tgaccaageot
dagattctag
ggacctggag
caggctgoga
tgggictgaa
ccoctgagag
ttaatacccc
cagccttaca
tggaagagca
tggcagctog
tgtccattga
gtgaggatga
cagaggatct
gtggtctcag
caaaggaagg
ctgagagtga
caggttcaga
gccagtogogt
taataaccaq
goggtgtgtg
tgtcttgggt
atgctaaatt
getgtgraaa
attactggag
gagaguagaq
ggagaggaga
ctgtggcocag
cagttagaag

ddddasaaaa

acatatatgg
tgtcaatgtg
tgagagecatc
tatctcctgyg
atatgagetg
gatctcagty
ctaccagctg
tgagtggagt
coctcacatg
gatccacctg
tttcttccag
trtcacggcc
tctgteattg
actggagtgt
ccaagoggtc
cacagtgact
tggctatcca
gotettggte
gettgoagac
ggactggaca
agcaggttco
ctgtggcage
ggtcaggace
ctatagtgag
tgrgrgtgtg
tgtgtottag
ctctacccaa
cottgttect
ggattagagg
accaagagga
ggagaggaga
gagaaacagc
agtagattag

aaaagcggoc

52

tacacgtgoco
acggaccagt
aaaccagctc
gactcagctt
cagtatcgga
gactcaagaa
caggtgcagg
gacccogtoca
ctgetgotee
cctigoaggo
ccocctgtaca
tocagcatag
tatccagcca
gatggaatgt
tcagocctaca
gtgggagatg
gccatgaacc
acagaccctg
tococcaggea
gcagacccaa
cccococtggte
ceccgtggaga
cctocacctg
aagaggcctc
tgrtgtgtgtg
cacatccatg
agttctaggc
{aatttaata
tagagggctt
gaaggaggaa
ggagaggaga
aagtatctgg
gggtgacctc

gctctaga

atatgcgott

ctggcaacaa:

cocccottgaa

atgacgaacc
acctcagaga
acgtctctet
cagcgcctca
tetttecagac
tggctgtctt
tatggaaaaa
gygagcacag
agtrggtgcc
aggagaagaa
ctgageetygg
gtgaggagag
cagagggcct
tggatgctag
cttttctgtc
gectactgga
cctggagaac
tggacatgga
ctgatgaagg
tggacagtgg
tgageetgge
tgtgtgtgtg
ttgggatttg
ctacgagtga
ceattggtta
ttgagttacc
ggagaggaga
ggctaccgtg
ggtacactgg
cagtatttot

650

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2628
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Met Pro Aarg Gly Pro val Ala Ala Leu Leu Leuw Leu Ile Leu His Gly
Ala Trp Ser Cys Leu Asp Leu Thr Cys Tyr Thr Asp Tyr Leu Trp Thr
20 25 30

ITe Thr Cys val Leu Glu Thr Arg Ser Pro asn Pro Ser Ile Leu Ser
35 40 45

Leu Egr Trp Gln Asp Glu Tyr Glu Glu Leu &ln Asp Gln Glu Thr Fhe
35 [

Cys Ser Leu His arg Ser Gly His Asn Thr Thr His Ile Trp Tyr Thr
65 o 75 80

Cys His Met Arg Leu Ser Gln Phe Leu Ser asp Glu val phe Ile wval
85 90 95

Asn val Thr Asp Gln Ser Gly Asn Asn Ser GIn Glu Cys Gly Ser Phe
100 105 110

val Leu ala Glu ser ITe Lys Pro Ala Pro Pro Leu Asn val Thr val
115 120 125

Ala Phe Ser Gly Arg Tyr Asp Ile Ser Trp Asp Ser Ala Tyr Asp Glu
130 13 140

Pro Ser Asn Tyr val Leu Arg Gly Lys Leu GIn Tyr Glu Leu Gln Tyr
145 150 155 160

Arg Asn Leu Arg Asp Pro Tyr aAla val Arg Pro val Thr Lys Leu Ile
16 17 175

ser val Asp Ser Arg Asn val Ser Leu Leu Pro Glu Glu Phe His Lys
180 185 190

Asp Ser Ser Tyr GIn Leu Gln val arg ala ala pro GIn Pro Gly Thr
195 200 205

Ser Phe Arg Gly Thr Trp Ser Glu Trp Ser Asp Pro val Ile Phe Gln
210 215 220

Thr Gln ala Gly GTu Pro Glu Ala Gly Trp Asp Pro His Met Leu Leuw
225 230 235 240

Leu Leu Ala val Leu Ile ITe val Leu val phe Met Gly Leu Lys Ile
245 250 255

His Leu Pro Trp Arg Leu Trp Lys Lys Ile Trp ala Pro val Pro Thr
260 265 270

Pro Glu Ser pPhe FPhe GIn Pro Leu Tyr Arg Glu His Ser Gly Asn Phe
275 280 285

Lys Lgs Trp val Asn Thr Pro Phe Thr Ala ser Ser Ile Glu Leu val
200 295 300

Pro GIn Ser Ser Thr Thr Thr Ser Ala Leu His Leu Ser Leu Tyr Pro
305 310 315 320

Ala Lys clu Lys Lys Phe Pro Gly Leu Pro Gly Leu Glu 6lu Gln Leu
325 330 335

53



10

15

ES 2629395 T3

Glu Cys Asp Gly Met Ser Glu Pro
340

Ala ala Gly GIn Ala val ser ala
355 360

Tyr Gly Leu Val Ser Ile Asp Thr
37 375

Leu Cys val Trp Pro Cys Ser Cys
385 35{:

Asn Leu Asp Ala Gly arg Glu Ser
40

Leu val Thr Asp Pro Ala Phe Leu
420

Gly Leu Arg Leu Gly Gly Ser Pro

43 440

Gly
345
Tvr
Val
Glu
Gly
ser

425
Gly

Leu Ser Phe Ala Lys Glu Gly Asp Trp

450 455

Thr Gly ser Pro Gly Gly Gly ser
465 Y Y 47 Y

Gly Leu Asp Met Asp Thr Phe Asp
48

Gly Ser Pro val Glu Thr Asp Glu
500 .

Gln Trp val val arg Thr Pro Pro
%15 520

ser
<210> 11
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 11
agcatcaagc cggctcececce 20
<210> 12
<211> 20
<212> ADN
<213> Cebador artificial
<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 12
ctccattcac tccaggtecc 20
<210> 13
<211> 20

Glu
ser
Gl

50

Pro

54

His Trp

ser Glu

Thr val

ASp AS
39

Pro Asn

410
Cys Gly

sar Leu

Thr Ala

ser Glu
475

Gly Phe
49

Pro PFro

val Asp

Cys
Glu
Gly
380
Gly
ser
Cys
Leu
Asp
460
Ala
Ala

Arg

Ser

Ile
Arg
365
Asp
Tyr
Glu
wal
Asp
445
Fro
Gly
Gly

Ser

Gly

Ile
350
Asp
Ala
Pro
Asp
ser
430
Arg
Thr
ser
ser
TvFE

510

Ala

Pro
Arg
Glu
Ala
Leu
415
Gly
Leu
Trp
Pro
As

49

Leu

Gln

Leu
Fro
Gly
Met
400
Leu
ser
Arg
Arg
Pro
480
Cys

Arg

5er



10

15

20

25

30

35

ES 2629395 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 13

ttgaacgtga ctgtggectt 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido interno de ADNc MU-1 de murino

<400> 14

tgaatgaagt gcctggcetga 20

<210> 15

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador de PCR 5’
<400> 15

cacaaagctt cagtatgagc tgcagtacag gaaccgggga 40
<210> 16

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador de PCR 3’
<400> 16

cacaggatcc ctttaactcc tctgactggg tctgaaagat 40
<210> 17

<211> 224

<212> PRT

<213> Organismo desconocido

<220>

<221> Organismo desconocido

55



<2225 (1)..(224)

ES 2629395 T3

<223> Descripcion de organismo desconocido: segundo polipéptido que comprende una regién Fc

<400> 17

<210> 18
<211> 617
<212> ADN
<213> Humano

<400> 18

gis Thr Cys Pro Ern Cys

val phe Leu ;ge Pro Pro

Thr Pro g‘lsu val Thr Cys

Glu val Lys Phe Asn Trp
50

Lys Thr Lys Pro Arg Glu
Eg 70

ser
Lys
Ile
Pro
Leu
145
Asn
ser

Arg

Leu

val
Cys
ser
Pro
130
val
Gly
AsSp

Trp

His
210

Leu
Lys
LyS
115
ser
Lys
Gln
Gly
Gln

195

Asn

Thr
val
100
Ala
Arg
Gly
Pro
sSer
180

cln

His

val
BS

ser
Lys
Glu
Phe
Glu
165
Phe

Gly

Tyr

Leu

AsR

Gly

Glu

TYr
150
Asn
Phe

Asn

Thr

pro aAla Pro Glu Ala Leu Gly Ala Pro
10 15

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
ZE 0

ser

Arg

val val val asp val ser His Glu Asp Pro
40 45

Tgr val asp 61y val Glu val His Asn
5 60

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
75

His
LYs
Gln
Met
135
Fro
Asn
Lewu

val

Gln
215

Glin
ala
120
Thr
ser
TYr
Tyr
Phe

200

Lys

56

Asp
Leu
105
Arg
Lys
ASp
Lys
ser
185

ser

ser

Trp
90

Pro
Glu
ASR
Ile
Thr
170

Lys

Cys

Leu

Leu
val
Pro
Gln
Ala
155
Thr
Leu

ser

Ser

Asn
Pro
Gln
val
140
val
Pro
Thr

val

Leu
220

Gly
Tle
)
Ser
Glu
Pro
wal
Mat

205

Ser

LyS
Glu
110
TYr
Leu
Trp
val
Asp
190
His

Pro

Ala

val
Glu
a5

Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
175
Lys

Glu

Gly

val
80

Tyr
Thr
Leu
Cys
ser
160
Asp
Ser

Ala

Lys



10

<210> 19

<211> 162

gctgaagtga
tggcaacatg
taaatcaagc
tgttgatcag
agatgtagag
gtcagcaaat
gaaaccacct
tgattctiat
aaagatgatt
taacttgcag
tattccaagt

<212> PRT

<213> Humano

<400> 19

<210> 20
<211>7

Met

val
ASp
Leu
Glu
b3

Lys
Asn
Gly
Glu
Gln

145

Asp

<212> PRT

Arg

Ile
Arg
5
Asp
ala
val
Arg

%0

Lys

daacgagacc
gagaggattg
tcccaaggtc
ctgaaaaatt
acaaactgtg
acaggaaaca
tccacaaatyg
gagaaaaaac
catcagcatc

ttggacacta

ggaggag

Ser ser

Phe Leu

20
His
35

Met

Asn Tyr

val Glu

Gln Leuw

Ile
100

Gln

ser
Arg
115

Lys Pro

met Ile

ser

val

Thr

ES 2629395 T3

aaggtctage
tcatctgrct
aagatcgoca
atgtgaatga
agtggtcage
atgaaaggat
cagggagaag
cacccaaaga
tgtcctotag

tgttacatac

Gly Asn

Gly Thr Leu

Ile Arg Met

ASN ASP

55

Asn
70

Ccys

Lys Ser Ala

85
Leu

Lys Lys

Lys His Arg

Glu
135

Pro Lys

Gln His

150

His

tctactgttg
gatggtcatc
catgattaga
cttggtocct
tttttcctge
aatcaatgta
acagaaacac
attcctagaa
aacacacgga

tctaatatag

Met Glu

10

His
25

Gln

val

Arg
40

Leu val

Glu Trp

Asn Thr

a0
Lys Arg
105
Leu Thr
120

Fhe Leu

Leu Ser

57

Arg

Lys

Leu

Pro

ser

Gly

Lys

Cys

Glu

sar

gtacttatga
ttcttggaga
atgcgtcaac
gaatttctac
tttcagaaog
tcaattaaaa
agactaacat
agattcaaat
agtgaagatt
tagtgaaagt

ITe val

ser ser

Ile asp

Ile

ser

Ile

gatccagtee
cactggteca
ttatagatat
cagctccaga
cccaactaaa
agctgaagag
gecotteatg
cacttctcca
cotgaggate
catttctttg

Lel
13

Cys

Gin

Gly
30

val Asp

45

Phe
&0

Phe

Glu

Ala
75

Asn ASN

Pro Pro
Pro ser

Phe
140

Arg

i;g Thr

Leu
ser
Glu
Ser
Lys

His

Pro Ala

Cys Phe

Arg Ile
a5
Thr
110

Asn
AsSp Ser
Ser Leu

Gly Ser

Met

Gln
Gln
Fro
Gin
&0

Ile
Ala
Tyr
Leu

Glu
160

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
617



10

15

20

<213> Humano

<400> 20

<210> 21
<211> 16

<212> PRT

<213> Humano

<400> 21

<210> 22
<211> 786

Met Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Pro Ser Pro Leu His Pro
1 5 10

<212> ADN

<213> Humano

<400> 22

<210> 23
<211> 260

atgaaattct
geoggoageg
dagggattccg
atcctggaaa

gaagagctga

catgccacct
gtcaacatca
gagagcatca
atctocctggc
tatgagctac
atctcagtag
tatgagetge
gaatggagtg
taatga

<212> PRT

<213> Humano

<400> 23

tagtcaacgt
gacaccacca
gatgccocga
tgtggaacct

aggacgaggc

acacctgeca
cagaccagtc
agcocggotoc
gctcagatta
agtacaggaa
actcaagaaq
aggtgcgggc

accocggtcat

ES 2629395 T3

g1u Asp ASp Gly Eyr Pro Ala

tgocottgtt
tcatcaccac
cctogtetge
ccaccccage

Cacctocctgco

catggatgta
tggcaactac
coctttcaac
cgaagaccct
ccggggagac
tgtctococtc
agggcccatg

ctttcagacc

tttatggteg
ggtagcggeg
tacaccgatt
acgctcaccc

agcctoccaca

ttocacttca
toccaggagt
gtgactgtga
gccttctaca
ccctggactg
ctcocococotgg
cctggeotect

cagtcagagg

58

tgtacattte
actataaaga
aCCtECEgEC
ttacctggca

ggtcggooca

tggccgacga
gtggcagett
ccttotcagg
tgctgaaggg
tgagtccgag
agttccgeaa
cctaccaggy

agttaaagga

ttacatetat
cgatgacgat
ggtcatctgo
agaccagtat

caatgccacy

cattttcagt
tctcctggct
acagtataat
caagcttcag
gagaaagctyg
agactcgagc
gacctggagt

aggctggaac

60
120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
786



Met
1
Ser
Gly
val
Trp
&5
Glu
His
Phe
Asn
Pro
145
Ile
Gly

Ala

Ser

val
225

Glu

Glu

<210> 24
<211> 1426
<212> ADN
<213> Humano

<400> 24

Lys

Tyr

Asn
Met
150
Ala
ser
Lys
val

Leu
210

Arg
Trp

Gly

Phe

Ile

TYr
35

TYr
Leu
Leu
Ala
Ala
115
ser
Pro
Trp
Leu
ser

195

Leu

Ala

Ser

Trp

Leu

Tyr
20

Lys
Thr
His
LYS
Thr
100
Asp
GlIn
Pro
aArg
GIn
180

Pro

Pro

Gly
Asp

Asn
260

val
5
Ala
Asp
Asp
Pro
Asp
85
His
Asp
Glu
Fhe
ser
165
™

Arg

Leu

Pro

Pro
245

ES 2629395 T3

Asn

Gly

Asp

Tyr

ser

70

Glu

Ala

Ile

Cys

Asn

150

Asp

Glu

Arg

Glu

Met
230

val

val
Ser
Asp
Leu
55

Thr
Ala
Thr
Fhe
Gl

13

val

Tyr

Leu

Lys

Phe
215

Pro

Ile

Ala
Gly
Asp
40

Gln

Leu

Thr

s5er
120
ser
Thr
Glu
Gln
Leu

200
Arg

Gly

Phe

Leu val Phe

His His His
25

Lys Gly Ser
Thr val 1le

Thr Leu Thr
75

ser CES Ser
9

Thr Cys His
105

val asn Ile
Phe Leu Leu

val Thr pPhe
155

aAsp Pro Ala
170

TVr Arg Asn
185
Ile ser val

Lys Asp Ser

Ser ser Tyr
235

Gin Thr Gln
250

59

Met
His
Gly
Cys
60

Trp
Leu
Met
Thr
Ala
140
ser
Phe
Arg
Asp

ser

220

Gln

ser

val
His
Cys
45

Ile
Gln
His
ASp
AS

12

Glu
Gly
TYr
Gly

ser
205

Tyr

val
His
30

Pro
Leu
Asp
Arg
val
110
GIn
Ser
Gln
Met
ASp
190
Arg

Glu

TYr
Gly
Asp
Glu
Gln
Ser
95

Phe
ser
Ile
Tyr
Leu
175
Pro

Ser

Leu

Gly Thr Trp

Glu Glu Leu

255

ile
ser
Leu
Met
Egr'
Ala
His
Gly
Lys
Asn
160
Lys
Trp
val

Gln

ser
240

Lys



<210> 25
<211> 467

gCggoogcac
gaggcrgggg
tectggaaat
aagagctgaa
atgccaccta
tCaacatcac
agagcatcaa
tctoctggog
atgagctgoa
tctcagtgga
atgagctgca
aatggagtga
gCrtocggoto
ggggaccgtc
cccoctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tCtoccdaago
aggagatgac
acatcgccgt
cocgtgetgga
gotagcagca

acacgcagaa

<212> PRT

<213> Humano

<400> 25

caccatgecg
ctgcccegac
gtagaacete
ggacgaggcc
cacctgccac
agaccagtct
geoggeteoce
ctcagattac
grtacaggaac
ctcaagaagt
ggtgcgggea
cccggtcatc
tagagacaaa
agtcttectc
cacargcgryg
ggacggcgtg
graccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctecgacggc
ggggaacgtc

gagcctotoo

ES 2629395 T3

cgtggctggy
ctegtotget
caccccagca
acctcctgea
atggatgtat
ggcaactact
cctttcaacg
gaagaccctg
€ggggagacc
gtctoocotoo
gggcccatgo
TTttcagaccc
actcacacat
ttccccccaa
grtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtoo
gtctccaaca
cCcccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
TCCticttoc
ttctcatget
ctgtccocgg

Cogooccoct
acaccgatta
cgctcaccct
gectocacag
toccacttcat
cccaggagtg
tgactgtgac
ccttctacat
cotgggotgt
tocccoctgga
ctggctoctc
agtcagagga
gcoccaccgtg
aacccaagga
tgagocacga
atgccaagac
tcaccgtocct
aagccctoce
cacaggtgta
cctgoctggt
agccggagaa
tctatagcaa
ccgtgatgca
gtaaatgagt

60

gotoctocty
cctocagacy
tacctggcaa
gteggoeeac
ggccgacgac
tggcagettt
cttctcagga
gctgaagoge
gagtccgagg
gttccgcaaa
ctaccagggg
gttaaaggaa
Ccccagcacct
caccctcatg
agaccctgan
aaagccacgg
gcaccaggac
agtccccatc
caccctgccc
caaaggcettc
caactacaag
gctcacegtg
tgaggeIcty
gaattc

ctgctocagy
gtcatctgea
gaccagtaty
aatgecacge
attttcagty
ctcctggctg
cagtataata
aagcttcagt
agaaagctga
gactcgagct
acctggagtg
ggctggaacy
gaactcctgy
atctcccgga
gtcaagrttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatcoccygg
tatcccagog
accacgocto
gacaagagca

cacaaccact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1426



Met
1
Gly
wval
Leu
Cys
3
Cys
ASn
Leu
Thr
Pro
145
Arg

Ser

Asp

Pro
Trp
Ile
Thr
50

ser
His
Ile
Leu
Phe
130
Ala
ASN

val

Sar

Ser Ty

Thr
225
Asp
Gly
Ile
Glu
His
305

A[‘g

Lys

r
210
Gln

Lys
Pro

zer

ASn
val

Glu

Arg
Gly
Cys
35

Trp
Leu
Met
Thr
Ala
115
ser
Phe
Arg
Asp
Ser
195
Gln
S5er
Thr
Sapr
Arg
275
Pro
Ala

val

TYr

Gly
C%S
2

Ile
Gin
His
ASp
ASp
100
Glu
Gly
Tyr
Gly

ser
180

TyF
Gly
Glu
His
1
Thr
Glu
Lys
Ser

Lys

ES 2629395 T3

Trp Ala
5

Pro
Leu
Asp
Arg
val
85

Gln
ser
GIn
Met
Asp
165
Arg
Glu
Thr
Glu
Thr
245
Phe
Pro
val
Thr
val

325
Cys

Asp
Glu
Gin
ser
70

Phe
ser
Ile
TV
Leu
150
Pro
ser
Leu
Trp
Leu
230
cys
Leu
Glu
Lys
Lys
310

Lew

Lys

Ala
Leuw
Met
TYr
Ala
His
Gly
Lys
AsSh
135
Lys
Trp
val
Gln
Ser
215
Lys
Pro
Phe
val
Phe
295
Pro

Thr

val

Pro
val
Trp
40

Glu
His
Phe
Asn
Fro
120
Ile
Gly
Ala
Ser
val
200
Glu
Glu
Pro
Pro
Thr
280
Asn
Arg

val

ser

Leu

Leu
10

%

Asn

Glu

Asn

Met

Ala
Ser
Lys
val
Leu
185
Arg
Trp
Gly
Cys
Pra
265
Cys
Trp
Glu

Leu

Asn
345

61

Leu
Leu
Ala
Ala
90

ser
Pro
Trp
Leu
ser
170
Leu
Ala
Ser
Trp
Fro
250
Lys
val
Ty
Glu
His
330
Lys

Leu
Thr
His
Lys
Thr
75

Asp
Gln
Pro
Arg
Gln
155
Pro
Pro
Gly
Asp
Asn
235
Ala
Pro
val
val
Gln
315

Gln

Ala

Leu
ASp
Pro
i
His
ASp
Glu

Phe

ser
140

Tyr
Arg
Leu
Pro
Pro
220
Gly
Pro
Lys
val
ASp
300
TYr

Asp

Leu

Leu

TYr
Ser
45

Glu
Ala
Ile
Cys
Asn
125
Asp
Glu
Arg
Glu
Met
205
val
ser
Glu
Asp
Asp
285
Gly
ASn

Trp

Fro

Leu
Leu
30

Thr
Ala
Thr
Phe
Gl

11
val

TYr
Leu
Lys
Phe
190
Pro
Ile
Gly
Leu
Thr
270
val
val
ser

Leu

val
350

Glin
15

Gln
Leu
Thr
Tyr
Ser
95

Ser
Thr
Glu

Gln

Leu
175

Arg
Gly
Fhe
Ser
Leu
255
Leu
ser
Glu
Thr
Asn

335

Fro

Gly
Thr
Thr
ser
Thr
g0

val
Fhe
val
Asp
Tyr
160
Ile
Lys
Ser
Gln
Arg
240
Gly
Mat
His
val
Tyr
320

Gly

Ile



<210> 26
<211> 1499
<212> ADN
<213> Humano

<400> 26

Glu

Tyr
Leu
385
Trp
val
Asp
His

Pro
465

LYsS
Thr
370
Thi
Glu
Leu
Lys
Glu

450
Gly

Thr
355
Leu
Cys
Ser
ASp
Ser
435

Ala

Lys

Ile
Fro
Leu
Asn
ser
420

Arg

Leu

ser
Pro
val
Gly
405
Asp

Trp

His

ES 2629395 T3

LyS
sar
Lys
390
Gln
Gly

GIn

Asn

Ala
Ar'g
375
Gly
Pro
ser

Gin

His
455

Lys
360

Glu

Gly
440

Tyr

Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
425

Asn

Thr

62

Gin
Met
Pro
ASh
410
Leu

val

Gln

Pro

Thr

Ser
395

Tyr

Tyr

Fhe

Lys

Arg
Lys
380
Asp
Lys
Ser

Ser

ser
460

Glu
365
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys
445

Leu

Pro

Gln

Ala

Thr

Lew

430

Ser

Ser

Glin
val
val
Fro
415
Thr

val

Leu

val
ser
Glu
400
Fro
val

Met

ser



<210> 27
<211> 492

goggocgcac
gaggctygag
tcctggaaat
aagagctgaa
atgccaccta
tcaacatcac
agagcatcaa
tctcotageg
atgagctgea
tctcagtgga
atgagctgca
aatggagrga
gctcoggoto
ggggaccgtc
cccotgaggt
actggtacgt
acaacagecac
gcaaggagta

tctocaaago

aggagatgac
acatcgcogt
ccgtgetgaa
ggtggcagea
acacgcagag

gtcaacaaat

<212> PRT

<213> Humano

<400> 27

caccatgocg
ctgcccogac
gtggaaccte
ggacgaggec
cacctgccac
agaccagtct
gcoggotoce
ctcagattac
gtacaggaac
ctcaagaagt
ggtgcgagea
cccggtcatc
tagagacaaa
Aagrcttccto
cacatgcgtg
ggacggegtg
graccgtgta
caagtgcaag

caaagggcag

caagaaccag
9gagtgogag
Ctccgacggc
ggggaacgtc
gagcctotoo

gggrtctgga

ES 2629395 T3

cgtggctagy
ctocgtctget
caccccagea
acctoctgea
atggatgtat
ggcaactact
cctttcaacg
gaagacccty
cggggagace
gtetcectec
gggoccatyge
tttcagaccc
actcacacat
ttccoccoccaa
gtggtggacq
gaggtgcata
gtcagogtec
gtctccaaca

ccccgagaac

gtcageetga
agcaatgggc
Tocttctice
ttctcatgct
ctgtccccag

tctcatcatc

cogcccoctt
acaccgatta
cgctcacect
geetocacag
tocacttcat
cccaggagtg
tgactgtgac
ccttctacat
cctgggetgt
teccootgga
ctggctecte
agtcagagga
gooccaccgtg
dacccaagaoa
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgroct
aagcoccrcoc

cacaggtgta

cetgectagt
agccggagaa
tctatagcaa
ccgtgatgea
graaatcagg

atcatcatca

63

gctcctgotg
cctccagacyg
tacctggcaa
gteggoceac
ggccgacgac
tggcagcttt
cttctcagga
gctyaagggc
gagtcogagy
gttcogeaaa
ctaccagggq
grtaaaggaa
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgaqg
aaagcogegg
gcaccaggac
Agrccccatc

caccctgocc

caaaggette
caactacaag
goctcaccgtg
tgaggctctg
aatggcatca

tictggaggt

ctgctocagg
gtcatctgea
fgaccagtatqg
aatgccacgo
attttcagtqg
ctcctggotg
cagtataata
aagcttcagt
agaaagctga
gactegaget
acctggagtg
ggctggaacg
gaactcctgg
atctoccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatyg
gagaaaacca

ccatcccggg

tatcccageq
accacgoctc
gacaagagca
cacaaccact
atgacaggag

tgagaattc

60

180
240
300
260
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200
1260
1320
1380
1440
1499



Met
Gly
val

Leu

Cys
65

Cys
Asn
Leu
Thr
Pro
145
Arg

Ser

Asp

Pro
Trp
Ile
Thr
50

S5er
His
Ile
Leu
Fhe
130
Ala
Asn

val

ser

ser Ty

Thr
225

ASp

r
210
GlIn

Lys

Arg
Gly
Cys
3

Trp
Leu
Met
Thr
Ala
115
ser
Phe
Arg
Asp
ser
195
Gin

ser

Thr

Gly
Cys
30

Ile
Gln
His
AsSp
Asp
100
Glu
Gly
TYr
Gly
Ser
180
Tyr‘
Gly

Glu

His

Trp
5
Pro
Leu
Asp
Arg
val
85
Gin
Ser
Gln
Met
AsSp
165

Arg

Glu

Glu

Thr
245

ES 2629395 T3

Ala
AsSp
Glu
Gln
Ser
70

Fhe
ser
Ile
TYr
Leu
150
Fro
ser
Leu
Trp
Leu

230
Cys

ala

Leu

Gly
Lys
Asn
135
Lys
Trp
wval
Gln
ser
215

Lys

Pro

Fro
val
Trp
40
Glu
His
Phe
Asn
Fro
120
Ile
Gly
Ala
ser
val
200
Glu

Glu

Fro

Leu
Cys
25

AsSn
Glu
Asn
Met
Tvr
155
Ala
ser
Lys
val
Leu
185
Arg
Trp

Gly

Cys

64

Leu
10

TYr
Leu
Leu
Ala
Ala
a0

ser
Pro
Trp
Leu
sar
170
Leu
Ala
Sar

Trp

Pro
250

Leu
Thr
His
Lys
Thr
75

Asp
Gln
Pro
Arg
Gln
155
Fro
Fro
Gly
ASp
AsSn

235
Ala

Leu
AsSp
Pro
Asp
60

His
ASp
Glu
Phe
Ser
140
TYr
Arg
Leu
Pro
Pro
220

Gly

Fro

Leu
TYr
ser
45

Glu
Ala
Ile
Cys
Asn
125
Asp
Glu
Arg
Glu
Met
205
val

ser

Glu

Ley
Leu
30

Thr
Ala
Thr
Phe
Gly

110
val

TYFr
Leu
Lys
Phe
190
Pro
Ile

Gly

Leu

Gin
15

Gln
Leu
Thr
TYyr
Ser
95

ser
Thr
Glu
Gln
Leu
175
Arg
Gly
Phe

ser

Leu
233

Gly
Thr
Thr
ser
Thr
80

val
Phe
wval
Asp
TV
160
Ile
Lys
ser
Glin
Ar

24
Gly



ES 2629395 T3

Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
260 265 270

Ile ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cy=s wal wval val asp val Ser His
275 280 285

Glu Asg Pro Glu val Lys Phe asn Trp Tyr val asp Gly val Glu val
29 295 300

His asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr asn Ser Thr Tyr
305 310 315 zﬂ

Arg val val Ser val Leu Thr val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
325 330 335

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro vVal Pro Ile
Y Y Eﬁﬂ Y Y 345 Y 350

Glu Lys Thr ITe Ser Lys Ala Lys Gly GlIn Pro Aarg Glu Pro Gln val
355 360 365

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln val Ser
370 375 380

Leu Thr Cys Leu val ]_gs Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu
385 390 395 400

Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
40 410 415

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val
420 425 430

Asp Lys Ser Arg Trp GIn Gln Gly Asn val Phe Ser ser val Met

=
435 440 e

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
450 455 460

Pro Gly Lys Ser Gly Met Ala Ser Met Thr Gly Gly GIn G1n Met Gl
465 470 47 48

Ser Gly Ser His His His His His His Ser Gly Gly
485 490

<210> 28
<211> 1426
<212> ADN
<213> Humano

<400> 28

65



<210> 29
<211> 467

gcggecacac
gaggctggag
tcctggaaat
aagagctoaa
atgceaccta
tcaacatcac
agagcatcaa
tctoctogog
atgagctoca

totcagtgga
atgagctgca
datggagtga
gotocggote
gggcaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
TCtccaaagqco
aggagatgac
acatcgoogt
ccgtgctgga
ggtggcagea
acacgcagaa

<212> PRT

<213> Humano

<400> 29

caccatgoog
ctgcooccgac
gtggaacctc
ggacgaggcc
cacctgocac
agaccagtct
gccggotcco
ctcagattac

gtacaggaac

ctraagaagt
gatgcgggca
coccggteate
tagagacaaa
agtcttocte
cacatgcgtyg
ggacggcgty
gtaccgtgrg
caagtgcaag
caaaggacag
caagaaccag
ggagtgggaq
ctcocgacgge

ggagaacgrc
gagoctotoo

ES 2629395 T3

cgtggctogg
ctocgtctget
CaccCcagca
acctcctgea
atggatgtat
ggcaactact
cctiicaacg
gaagaccctg

cggggagace

gtctocctoc
gggcccatgc
tttcagacce
actcacacat
tTiccccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagogtec
gtctocaaca
ccccgagaac
gtcagocctga
agcaatgggc
tccttcttec
ttcteatget
ctgtccoogg

Ccocgoocccctt
dacaccgatta
cgctcaccct
gectocacag
tocacttcat
cccaggagrg
tgactgtgac
ccttctacat

cctgggotgt

teccoetgga
ctggctocte
agtcagagga
gCCcaccgty
aacccaagga
tgagccacga
atgc Cdaagac
tcaccgtoct
AagCoCtooe
cacaggtgta
cctgoctggt
agccggagaa
tctatagcaa
ccgtgatgca
gtaaatgagt

66

gcteetgetg
cctoccagacyg
tacﬁtggcaa
grcggoocac
ggccgacgac
tggCagettt
cttctcagga
gctgaagggo
gagtccgagg

gttecgeaaa
ctaccaggag
gttaaaggaa
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
ddadfgcogogg
gcaccaggac
agCccoc atc
caccctgooc
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggcrcty
gaatic

ctgctoccagg
gtcatctgca
gaccagtatg
aatgccacge
attttcagty
ctcctggotyg
cagtataata
aagcttcagt

agaaagctga

gactcgaget
acctggagta
ggctggaacg
gaagcoctgg
atctcccgga
gtcaagttea
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatoccggg
tatcocageg
accacgcctc
gacaagagca

cacaaccacr

&0
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1426



Met
1
Gly
val
Leu
Cys
B3
AsSn
Leu
Thr

Pro
145

Pro
Trp
Tle
Thr
50

Ser
His
Ile
Leu
Phe

130
Ala

Arg
Gly
Cys
35

Trp
Leu
Met
Thr
Ala
115

ser

Phe

Gly
Cys
30

Ile
Gln
His
ASp
ASp
100
Glu

Gly

Tyr

Trp
5
Pro
Lew
AsSp
Arg
val
85
Gln
ser

Gln

Met

ES 2629395 T3

Ala
Asp
Glu
Gln
ser
70

Fhe
ser
Ile
Tyr

Leu
150

Ala
Leu
Met
H3
Ala
His
Gly
Lys
Asn

135
Lys

Pro
val
Trp

40
Glu

‘His

Phe
Asn
Pro
120

Ile

Gly

Leu
Cys
25

AsSn
Glu
Asn
Mat
Tyr
155
Ala

ser

Lys

67

Leu
10

Tyr
Leun
Leu
Ala
Ala
a0

ser
Pro

Trp

Leu

Leu

Thr

His

LyS

Thr

75

Asp

Gln

Pra

Arg

GIn
155

Leu
ASp
Pro
i
His
ASp
Glu

rhe

ser
140

Tvr

Leu
Tyr
Ser
45

Glu
Ala
Ile
Cys
AsSn
125

Asp

Glu

Leu
Leu
30

Thr
aAla
Thr
Phe
Gly

110
val

Tyr

Leu

GlIn
15

GIn
Leu
Thr
TYr
ser
a5

S5er
Thr

Glu

Gln

Gly
Thr
Thr
ser
Thr
&0

val
Phe
val

ASp

TVr
160



<210> 30
<211> 741
<212> ADN
<213> Humano

<400> 30

Arg

ser

Asp

Ser

225

Asp

Ala

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Leu
385
Trp
val
Asp
His

Pro
465

Asn
val
ser
Tyr
210
Gln
Lys
Pro
ser
290
Asn
val
Glu
Lys
Thr
370
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

450
Gly

Arg
Asp
ser
195
GIn
ser
Thr
cer
Arg
275
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
355
Leu
Cys
Ser
Asp
ser
435

Ala

Lys

Gly

Ser
180

Tyr
Gly

Glu

val
260
Thr
Glu
Lys
ser
Lys
340
Ile
Pro
Leu
Asn
s5er
420

Arg

Lew

ES 2629395 T3

268 7"

Arg
Glu
Thr
Glu
Thr
245
Phe
Pro
val
Thr
val
325
Cys
ser
Pro
val
Gly
405
Asp

Trp

His

Ser
Leu
Trp
Leu
230
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
310
Leu
Lys
Lys
ser
Lys
350
Gln
Gly

Gln

Asn

Trp
val
Gln
ser
215
Lys
Pro
Phe
wval
Phe
295
Pro
Thr
val
Ala
Ar

37

Gly
Pro
s5er

Gin

His
455

Ala
Ser
val
200
Glu
Glu
Pro
Pro
Thr
280
Asn
Arg
val
ser
Lys
360
Glu
Phe
Glu
FPhe
Gl

44

Tyr

val
Leu
185
Arg
Trp
Gly
Cys
Pro
265
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
345
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
425

Asn

Thr

68

s5ar
170
Leu
aAla
ser
Trp
Pro
250
Lys
val
TYr
Glu
His
330
Lys
GIn
Met
Pro
Asn
410
Leu

val

Gln

Pro
Pro
Gly
Asp
Asn
235
Ala
Pro
val
val
Gln
Gln
Ala
Fro

Thr

Ser
395

Tvr
Tyr
Phe

Lys

Arg
Leu
Pro
Pro
220
Gly
Pro
Lys
val
Asp
300
TVr
Asp
Leu
Arg
LYS
35(}
Asp
Lys
ser

Ser

sSer

460

Arg
Glu
Met
205
val
ser
Glu
Asp
Asp
285
Gly
AsSn
Trp
Pro
Glu
365
AsSn
Ile
Thr
Lys
Cys

445

Leu

Lys
FPhe
190
Pro
Ile
Gly
Ala
Thr
270
val
val
Ser
Leu
Ala
350
Fro
Gln
Ala
Thr
Leu
430

ser

ser

Leu
175
Arg
Gly
FPhe
Ser
Leu
255
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
335
Fro
Gln
val

Val

Fro
415
Thr

val

Leuy

Ile
Lys
ser
Gln
Ar

249

Gly
Met
His
val
Tyr
320
Gly
Ile
val
Ser
Glu
400
Pro
val

Met

SEr



<210> 31
<211> 245

dtgccgogty
cccgacctcg
aaccrocacc
gaggccacct
tgccacatgg
cagtctggea
gCtCcccoctt
gattacgaag
aggaaccgag
agaagtgrct
cgggcagggc
gtcatcttte

caggttgctc

<212> PRT

<213> Humano

<400> 31

Met
1
Gly
val
Leu
Cys
65
Cys
ASn

Leu

Thr

Pro
Trp
Ile
Thr
50

ser
His
Ile

Leu

Phe

gctgggeoge
tctgctacac
ccagcacgct
cctgcagoct
atgtattcca
actactccca
tcaacgtgac
acCcctgoctt
gagacccctg
coctoctoocc
ccatgooctgg
agacccagtc

cggcataatg

Gly

i

Ile

Arg
Gly
Cys
Trp Gln
Leu

Met Asp

5P
Pro
Leu
ASp
Arg

val

ES 2629395 T3

CCCCttgotc
cgattacctc
cacccttacc
ccacaggtcog
cttcatggec
ggagtgrggc
tgtgaccttc
ctacatgctg
ggctgtgagt
cctggagttc
ctcctoctac
agaggagtta

a

Ala Ala

Asp Leu

Glu Met

Gln Tyr

Ser Ala

70

Phe His

85

Thr Asp

100
Ala Glu
115

Ser Gly

130

Gln

Ser

Gln Tyr

ser Gly

Ile Lys

ASR
135

Ctgctgctgo
cagacggtca
tggcaagace
gcccacaatg
gacgacattt
agctttotoo
tcaggacagt
aagggcaagc
cCcgaggagaa
cgcaaagact
caggggacct
aaggaagoct

Leu

10
TYr

Pro Leu

val Cys

25

Trp Asn Leu

40
Glu

Glu Leu

His Asn Ala

ala
a0

Phe Met

Asn Tyr ser

105
Ala

Fro Fro

120

Ile Ser Trp

69

tccagggagy
toctgeatoct
dagtatgaaga
ccacgcatge
tcagtgtcaa
tggctgagag
ataatatctc
ttcagtatga
agctgatcte
cgagctatoa
ggagtgaatg

ggaacaaaac

ctggggctgc
ggaaatgtag
gctgaaggac
cacctacacc
catcacagac
catcaagocog
ctggcgetca
gctgcagtac
agtggactca
gctgcaggtg
gagtgacccg

cgaaacctecco

Leu
Thr
His
LYS
Thr
75

Asp
Gln

Pro

Arg

Leu

ASp

Pro

Asp

&0

His

Asp

Glu

Phe

Ser
140

Leu

ser
45

Glu
Ala
Ile
Cys
Asn

125

Asp

Leu
Leu
30

Thr
Ala
Thr
Phe
Gly

110
val

Tyr

Gln
15
Gln

Leu

Thr

ser
95
ser

Thr

Glu

Gly
Thr
Thr
ser
Thr
80

val
Phe

val

Asp

60
120
180
240
300
360
420
480
340
G600
Ge0
720
741



<210> 32
<211> 1413
<212> ADN
<213> Humano

<400> 32

Pro
145

Arg

ser

ASp

Ala

AsSn

val

ser

ser Ty

Thr
225

aln

r
210

GIn

val

Fhe
Arg
ASp
sar
195
Gcln

ser

Ala

Tyr
Gly

ser
180
Tyr

Gly
Glu

PFro

Met
Asp
165
Arg
Glu

Thr

Glu

Ala
245

ES 2629395 T3

Leu
150

Fro

s5aer

Leu

Trp

Leu
230

Lys

Trp

val
Gln

ser
215

Lys

Gly Lys
Ala val

Ser Leu
185

val arg

200

Glu Trp

Glu Gly

70

Leu
Sar
170
Leu

Ala

Ser

Trp

Gln
155

Pro

Fro

Gly

Asp

Asn
235

TYr

Arg

Leu

Pra

Fro
220

Lys

Glu
Arg
Glu
Met
205

val

Thr

Leu

Lys

Pha
190
Pro

Ile

Glu

GIn
Leu
175
Arg

Gly
Fhe

Thr

TYr
160
Ile

Lys

Ser
Gln

ser
240



<210> 33

atgccgogta
cccgaccteg
aacctccacc
gaggccacct
tgccacatgg
cagtctggca
gotcccoctt
gattacgaag
aggaaccggg
agaagtgtct
cgggcagggco
gtcatctrtic
ggctocggog
ccgtcagtet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gocgtggagt
ctggactccg
cagcagggga

cagaagagcc

<211> 470

<212> PRT

<213> Humano

<400> 33

gctgggecge
tctgctacac
ccagcacget
cctgcageoct
atgtattcca
actactcceca
tcaacgtgac
accctgeett
gagacccctg
ccctectoeo
ccatgcctgg
agacccagtc
acaaaactca
tCCtCcttcco
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
graaggrctc
ggcagccocg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctoctt
acgtcttote

tctoocotgte

ES 2629395 T3

CCCCttgotc
cgattacctc
cacccttacc
ccacaggtog
cttcatgocc
ggagtgtogc
tgtgaccttc
ctacatgectg
ggctgtgagt
cctggagttc
ctcctoctac
agaggagtta
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgocc
cgtcctcaco
Caacaaagcc
agaaccacag
cotgacotgc
tgggcageoog
CTtCCctotat
atgctccgtg

cccgggtaaa

ctgctgctgo
cagacggtca
tggcaagace
goocacaatg
gacgacattt
agetttctoc
Tcaggacagt
aagggcaageo
ccgaggagaa
cgcaaagact
caggggacct
aaggaaggct
cocgtgoccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaage
gtoctgcacc
ctcccageoec
atgtacacceo
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg

tga

71

tocagygagy
tctgcatoct
agtatgaaga
ccacgcatgc
tcagtgtcaa
toyctgagag
ataatatctc
ttcagtatoa
agcrgatcto
cgagctatga
ggagtgaatg
ggaacgatga
cacctgaagco
tcatgatcto
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
TQCECECETC
gettotatee
acaagactac

ccgtggacaa
ctctgcacaa

ctggggotgc
ggaaatgtgg
gctgaaggac
cacciacaco
catcacagac
catcaagoccg
ctggeogetca
gctgeagtac
agtggacteca
gctgcaggtg
gagtgacccg
cgatgacaag
cctgggggea
ccggaccoct
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggaggag
cagcgacatc
gocctoocogig

gagcaggtgg
ccactacacq

60
120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1413



ES 2629395 T3

Met Pro Arg Gly Trp Ala aAla Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu GIn Gly
5
Gly Trp Gly Cys Pro Asp Leu val s Tyr Thr Asp Tyr Leu Gln Thr
% b1 30

val I1e Cys Ile Leu Glu Met Trp Asn Leu His Pro Ser Thr Leu Thre
35 40 45

Lew Thr Trp GIn aAsp Gln Tgr Glu Glu Leu Lys ggp Glu Ala Thr ser
30 5

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

Cys His Met asp val Phe His Phe Met Ala Asp Asp Ile Phe Ser val
&5 90 a5

Asn Ile Thr Asp Gln Ser Gly Asn Tzr Ser Gln Glu Cys Gly Ser Phe
10 105 11

Leu Leu Ala Glu ser Ile Lys Pro Ala pPro Pro Phe asn val Thr val
115 120 125

Thr phe Ser Gly GIn Tyr Asn Ile Ser Trp Arg Ser Asp Tyr Glu Asp
130 135 140

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

Arg Asn Arg Gly Asp Pro Trp Ala val Ser Pro Arg Arg Lys Leu Ile
g 9 4 16 P 170 ’ 9y 175

ser val Asp Ser Arg Ser val sSer Leu Leu Pro Leu Glu Phe Arg Lys
180 185 190

Asp Ser Ser Tyr Glu Leu Gln val Arg Ala Gly Pro Met Pro Gly Ser
195 200 205

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

Thr &ln Ser Glu Glu Leu Lys Glu Gly Trp Asn Asp Asp Asp Asp Lys
225 230 235 240

Gly ser Gly Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro ala Pro Glu
245 250 255

Ala Leuw Gly Ala Pro ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
260 265 270

Thr Leu Met Ile Ser arg Thr Pro Glu val Thr Cys val val val asp
275 280 285

val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys pPhe Asn Trp Tyr val Asp Gly
290 295 300

72



<210> 34
<211> 1754
<212> ADN
<213> Raton
<400> 34

val
305

Ler

Leu

Ala
Pro
Gln

385
Ala

Leu

ser

ser
465

Glu

Thr

AsN

Pro
Gln
370
val
val
Pro
Thr
val

450

Leu

val
Tvr
Gly
Ile
355
val
ser
Glu
Pro
val
435

Met

ser

His

Arg

Lys
340
Glu

Tyr
Leu
Trp
val

420
Asp

Pro

Asn
wal
325
Glu
Lys

Thr
Thr
Glu
405
Leu
Lys

Glu

Gly

ES 2629395 T3

Ala
310
val

Tyr
Thr

Leu
3%
Ser
Asp
ser
Ala

Lys
470

Lys

ser

Lys
Ile

Pro
375
Leu
Asn
ser

Arg

Leu
455

Thr Lys

val Leu

Cys Lys
345

ser Lys

360

Pro ser
val Lys
Gly Gln
asp Gl

42

Trp Gln
440

His Asn

73

Pro
Thr
330
val
Ala

Arg
Gly
Pro
410
Ser
GIn

His

Arg
315

val

ser
Lys
Glu
Fhe
345

Glu

Phe

Glu
Leu

AsSn

Gly
Glu
380
T™VFE

Asn

Phe

Gly Asn

Tyr

Thr
460

Glu
His
Lys
Gln
365
Met
Pro
Asn
Leu
val

445
Gln

Gln
GlIn

ala
350

Pro
Thr
ser
Tyr
Tgr
430
Phe

Lys

TVrF
ASp
335
Leu

Arg
Lys
ASp
Lys
415
Ser

ser

sar

Asn
320
Trp

Pro

Glu
AsSn
Ile
400
Thr
Lys

Cys

Leu



<210> 35
<211> 240

atgcecoggg
ctggacctea
agecccaacc
caagagacet
tgccatatge
cagtctggca
gEfEECCCCt
gcttatgacy
cggaacctca
agaaacgtct
cgggcagege
gtcatcttte
gagcoccgog
gaccagagct

aagccatgta

atcocgtotto
agtcacatgt
tgtgaacaac
tactcteeogg
tttcgcatgo
acccaaaggt
gtctotgtgg
ggtcagtaag
aacaggtcac
ggaccaacaa
atggrtcrta
datagctactc
tctococoggac
cccacactea

tgtaatagga

<212> PRT

<213> Ratén

<400> 35

gooccagtggo
cttgctacac
ccagcatact
tctgeageoet
gcttgtctca
acaactccca
tgaacgtgac
aaccctccaa
gagaccccta
ctottctcoc
ctcagcoccagg
agacccaggc
gaccgacaat
ccactccogg

cagatccatt

atcttcoctc
gtagtogtag
gtggaagtac
gtgotcagty
gccgtcaaca
gagagctgca
acagcctict
agctccacag
tctgacctgo
cgggaaaaca
cttcatgtac
ctgttcagtg
toccgggtaaa
tctoccatget

attc

ES 2629395 T3

tgccttactc
tgactacctc
cagtcrcace
acacaggtct
attcctgtcc
agagrgtggc
tgtggocttc
ctacgtgcig
tgctgigagy
tgaagagtic
cacttcalic
Togggagccc
caagcootgt
gagaatggta

tccatctcto

caaagatcaa
atgtgagcga
acacagctca
ccctoccocat
dcdaagacct
gcoctgactge
gcttcageca
gratatgtct
atggtcacag
gagctaaact
agcaagctga
gfccacgagg
Tgagctcago
tcccttgtat

ctgctgatte
tggaccatca
tggcaagatg
ggccacaaca
gatgaagrrt
agctttgtoco
tcaggacget
aggggcaagc
cocggtgacca
cacaaagatt
agggggacct
gaggcaggct
cctoccatgoa
agtgctataa

ctcatcageca

goatgtactc
ggatgaccca
gacacadacc
ccagcaccag
cccagcgooc
atggoggctg
tgacctttgt
tgoctocaco
acttcatgcc
dCaafaacac
gagtggaaaa
gtctgcacaa
acccacaaaa

aaataaagca

74

toccatggage
cctgtgtoct
aatatgagga
ccacacatat
tcattgtcaa
tggctgagag
atgatatctc
tacaatatga
agctgatcte
ctagctacca
ggagtgagtg
gggacggctc
aatgcccagg
acatccctgco

cctaaccteg

atgatctoco
gatgtccaga
catagagagg
gactggatga
dtcgagagaa
ggatgggeat
gtatgtttet
agaagaagag
tgaagacatt
tgaaccagtc
gaagaactog
tcaccacacg
ctctcaggtc

cccagcaatg

ttgoagctgc
ggagacacog
acttcaggac
atggtacacg
tgtgacggac
catcaaacca
ctgggactca
gctgoagtat
agtggactca
gctgcaggty
gagtgaccoce
cggctotaga
taagtcacta
actagaggat
agggtggacc

tgagcoocat
tcagctggtt
attacaacag
gtgacaaggc
ccatctcaaa
aaggataaag
accctcacag
atgactaaga
tacgtggagt
ctggactctg
gtggaaagaa
actaagagct
caaagagaca

cctaggaceca

60
120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
T80
&40
900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1620
1740
1754



<210> 36
<211> 795
<212> ADN
<213> Raton
<400> 36

Met

Ala

Ile

Leu

Cys

63

ASn

val

Ala

Pro
145

Arg

ser

ASp

ser

Thr
225

Pro
Trp
Thr
Thr
50

ser
His
val
Leu
Phe
130
Sepr
ASN
val
ser
Phe

210

Gln

Arg
ser
LY
Trp
Leu
Met
Thr
s

ser

ASn

Leu
ASp
ser
1495

Arg

Ala

Gly
Cys
20

val
Gln
His
Arg
Asp
100

Glu

Gly

Arg

ser
180

TYr
Gly

Gly

Pro
Leu
Leu
Asp
Arg
Leu
85
Gln
Ser
Arg
val
As
16
Arg
Gin

Thr

Glu
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val
Asp
Glu
Glu
ser
70

ser
ser
Ile
TYF

Lewl
150

Pro

ASN

Leu

Tr'p

Pro
230

Ala
Leu
Thr
Tyr
Gly
Gln
Gly
Lys
ASp
135
Arg
Tyr
val
Gln
Ser

215

Glu

Ala
Thr
40’
Glu
His
Fhe
Asn
10

Ile

Gly

ala
ser
val
200

Glu

Ala

Leu
Cys
25

ser
Glu
AsSn
Leu
Asn
105
Ala

ser

Lys

val
Leu
185
Arg

Trp

Gly

75

Leu
10
Tyr

Fro

Leu

Ser
a0

ser
Pro
Trp
Leu
A

17

Leu
Ala

Ser

Trp

Leu
Thr
ASD
Gln
Thr
73

Asp
Gln
Pro

Asp

Gin

Pro
Pro
Ala

Asp

238

Leu
Asp
Pro
gﬁﬂ
His
Glu
Glu
Leu
ser
140
Tvr
val
Glu
Pro
Pro

220
Gly

Ile
Tyr
ser
45

Gln
Ile
val
Cys
AsN
125

Ala

Glu

Thr
Glu
Gln
205

val

ser

Leu
Leu
30

Ile
Glu
Trp
Phe
Gl

11
val

Ty

Lewu

Lys
Phe
190
Pro

Ile

Gly

His
15

Trp
Leu
Thr
Tyr
Tle
a5

Ser
Thr

AsSp

Gin

Leu

175

His

Gly
Fhe

S5er

Gly
Thr
ser
Fhe
Thr
80

wal
Fhe
wval

Glu

Tyr
160

Ile

Lys

Thr

Gln

Ar
24



ctgcaggtcg
catgoagett
tgtgtcctgg
tatgaggaac
acacatatat
attgtcaatg
gctgagagea
gatatcrcct
caatatgagc
ctgatctcag
agctaccage
agtgagtgga
gacggcageg
aagtagtgag

<210> 37
<211> 255
<212> PRT
<213> Raton
<400> 37

Met Pro arg Gly pPro val ala
1 5

acaccaccat
goagetgect
agacacggag
ttcaggacca
ggtacacgtyg
tgacggacca
tcaaaccagc
gggactcage
tgcagtatcg
tggactcaag
tgcagatgcg
gtgacccegt
gacaccacca

4attc
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geceoggage
goacctcact

ceccaaccec
agagaccric
ccatatgoge
gtctggcaac
tccccoottg
ttatgacgaa
gaacctcaga
aaacgtctet
ggcagegoct
catctttcag

tcatcaccac

Ala Trp ser ggs Leu Asp Leu

Ile Thr Cys val Leu Glu Thr
35

Leu Thr Trp GIn Asp Glu Tyr
50 ;g

ccagtggetg
tgctacacty
agcatactca
tgcagoctac
ttgtctcaat
aactcccaag
aacgtgactg
cCcctoccaact
gacccctatg
cttctococtg
cagccaggca
acccaggetg

ggtagcggeg

ccttactect
actacctctyg
gtctcaccty
acaggrctog
tcectgtocga
agtgtggcag
tggocttcte
acgtgctgag
ctgtgaggcc
aagagttcca
cttcattcag
gggagecega
actataaaga

gctgattote
gacCatcacc
gcaagatgaa
Cccacaacacc
tgaagttttc
ctitgtccty
aggacgctat
gggcaagcta
ggtgaccaag
caaagattct
ggggacctgyg

ggcaggctgg
cgatgacgat

Ala Leu Leu Leu Leu Ile Leu His Gly
15
Thr Cys Tyr Thr Asp Tyr Leu Trp Thr
%g 30
Arg Ser Pro Asn Pro Ser Ile Leu Ser
40 45

Glu Glu Leu Gln Asp Gln Glu Thr Phe
[

76

60
120
180
240
300
360
420
480
5340

660

720

780
795



Asn

val

Ala

Pro
145

Arg

Ser

Asp

Ser

Thr
225

His

sar
His
val

Leu
Phe
130
Ser
Asn
val

Ser
Fhe
210

cin

His

Leu
Met
Thr
Ala
115
Sep
Asn
Leu
Asp
ser
195
Arg

Ala

His

His
Arg
105
Glu
Gly
Tyr
Arg
Ser
180
Gly
Gly

His

Arg
Leu
B85

GIn
ser
Arg

val

ASp
165

Arg
Gln
Thr
Glu

Gly
245
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Ser
70

Ser
ser
Ile
Tyr
Leu
150
Pro
AsSn
Leu
Trp
Pro

230

ser

Gly His

Gln Phe

Gly Asn

Pro
120

Ile

Lys
Asp
135

Arg Gly

Ala
val ser
val
200

Glu

Gln
Ser
215

Glu Ala

Gly Asp

ASH
Leu
AsSn
105
ala
Lepr
Lys
val
Leu
185
Arg
Trp

Gly

Tyr

Thr
Ser
90

ser
Pro
Trp
Leu
Arg
170
Leu
Ala
Ser

Trp

Lys
250

Thr
75

Asp

His Ile Trp

Glu val Phe

Gl
11

val

Gin Glu

Cys

Pro Leu Asn

125

Ser Ala

140
T¥r

ASp TYF

Leu

GIn Glu

155
val Thr

Pro Lys

Phe
190

Pro Glu Glu

aln
205

val

Ala Pro Pro

Asp Pro Ile

220
Asp Gly Ser Gly
23%

ASp ASp ASp Asp

<210> 38
<211> 792
<212> ADN
<213> Rato6n
<400> 38

atgaaattct
gccggcageg
aagggttccg
gtcctggaga
gaggaacttc
catatatggt
gtcaatgtaa
gagagcatca
atctectagg
tatgagctgc
atctcagtgg
taccagctgo

gagtggagtg

tagtgagaat

tagtcaacgt
gacacCacca
gatgcctgga
cacggagccc
aggaccaaga
acacgtgoca
cggaccagtc
aaccagctece
actecagetta
agtatcggaa
actcaagaaa
aggrgcgggc
accoccgtcat

Tc

tgcoccttgtt
tcatcaccac
cctcacttge
caaccccagc
gaccttctge
tatgogottg
tggcaacaac
ccccttgaac
tgacgaacce
cctcagagac
COtctctctt
agcgoctcag

ctttcagace

tttatggtcg
ggtagcggcg
tacactgact
atactcagtc
agcctacaca
tctcaattco
tecccaagagt
gtgactgtgy
tocaactacy
ccoctatgotg
ctccctgaad
ccaggcactt

caggctgesg
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tgtacatttc
actataaaga
acctctggac
tcacctggea
ggtctggeca
tgtcecgatga
gtggcagett
cocttctcagyg
tgctgaggog
tgaggccggt
agttccacaa
cattcagggg

agcccgaggc

ttacatctat
cgatgacgat
catcacctgt
agatgaatat
Caacaccaca
agttttcatt
tgtectgget
acgctatgat
caagctacaa
gaccaagetag
agattetage
gacctggagt
aggctgggac

Tyr
Ile
95

ser
Thr
AsSp
Gln
Leu
175
His
Gly
Fhe
His

Lys
255

Thr
&80

val
Fhe
val

Glu

Tvr
160
Ile

Lys
Thr
Gln

His
240

60
120
180
240
200
360
420
480
540
600
660
720
T80

792
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<210> 39
<211> 260
<212> PRT
<213> Ratén
<400> 39

Met Lys Phe Leu val asn val ala Leu val phe met val val Tyr Ile
5
ser Tyr Ile Tgr ala Gly ser Gly His His His His His His Gly ser
2

25 30

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

Thr %5 Tyr Thr Asp Tyr Iggu Trp Thr Ile Thr Egs val Leu glu Thr

Arg Ser Pro Asn Pro Ser Ile Leu Ser Leu Thr Trp Gln Asp Glu Tyr
65 70 75 80

Glu 6Tu Leu G1n Asp GIn Glu Thr Phe Cys Ser Leu His Arg Ser Gly
85 a0 a5

His asn Thr Thr His Ile Trp Tyr Thr Cys His Met Arg Leu Ser Gln
100 105 110

Phe Leu Ser asp Glu val phe ITle val asn val Thr asp GIn ser Gly
115 120 12

Asn Asn Ser Gln Glu Cys Gly Ser Phe val Leu Ala Glu Ser Ile Lys
130 135 140

Pro Ala Pro Pro Leu Asn Val Thr val Ala pPhe Ser Gly Arg Tyr Asp
145 150 155 Le0

Ile Ser Trp aAsp Ser Ala Tyr Asp Glu Pro Ser Asn Tyr val Leu Arg
165 170 175

Gly Lys Leu Gln Tyr Glu Leu Gln T\gr ArQ Ash Leu Arg Asp Pro Tyr
180 185 19

Ala val Arg Pro val Thr Lys Leu ITe Ser val asp Ser Arg Asn Val
195 200 205

ser Leu Leu Pro Glu Glu Phe His Lys Asp Ser Ser Tyr GIn Leu Gln
210 215 220

val Aarg Ala ala Pre Gin Pro Gly Thr Ser Phe Arg Gly Thr Trp Ser
225 230 235 240

Glu Trp Ser Asp Pro val Ile phe GIn Thr G1n Ala Gly Glu Pro Glu
245 250 255

Ala Gly Trp Asp
260

<210> 40
<211>9
<212> PRT
<213> Raton
<400> 40

ser val Tyr Asp Phe Phe val Trp Leu
1 5
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<210> 41
<211>8
<212> PRT
<213> Raton
<400> 41

ser Ile Ile asn phe Glu Lys Leu
1 3

<210> 42

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador de PCR 5’

<400> 42

gccttctcag gacgctatga t 21
<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador de PCR 5’

<400> 43

ccctacagca cgtagttgga 20

<210> 44

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda de PCR
<400> 44

tcctgggact cagcttatga cgaacc 26
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-IL-21 o un fragmento de unién al antigeno del mismo para uso en el tratamiento o prevencién
de un trastorno artritico en un sujeto.

2. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo para uso segun la reivindicacién 1, en el que el
anticuerpo anti-IL-21 o fragmento de union al antigeno del mismo se administra en combinacion con un agente
terapéutico adicional.

3. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para uso segun la reivindicacion 2, en el que el agente
terapéutico adicional se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor de citocina, un inhibidor del factor de
crecimiento, un inmunosupresor, un agente antiinflamatorio, un inhibidor metabdlico, un inhibidor enzimatico, un
agente citotoxico y un agente citostatico.

4. Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento o prevencion de un trastorno artritico en un sujeto, en el
que la composicién farmacéutica comprende

(i) un anticuerpo anti-IL-21 o un fragmento de unién al antigeno del mismo en un portador farmacéuticamente
aceptable, o

(i) un anticuerpo anti-IL-21 o un fragmento de union al antigeno del mismo y un agente terapéutico adicional
seleccionado del grupo que consiste en un inhibidor de citocina, un inhibidor del factor de crecimiento, un
inmunosupresor, un agente antiinflamatorio, un inhibidor metabdlico, un inhibidor enzimatico, un agente citotoxico y
un agente citostatico, en un portador farmacéuticamente aceptable.

5. La composicién farmacéutica para uso segun la reivindicacion 4, o el anticuerpo anti-IL-21 o fragmento de unién al
antigeno del mismo para uso segun la reivindicacién 2, en el que el agente terapéutico adicional se selecciona del
grupo que consiste en un antagonista de TNF, un antagonista de IL-12, un antagonista de IL-15, un antagonista de
IL-17, un antagonista de IL-18, un antagonista de IL-22, un agente de agotamiento de células T, un agente de
agotamiento de células B, metotrexato, leflunomida, sirolimus (rapamicina) o un analogo del mismo, un inhibidor de
Cox-2, un inhibidor de cPLA2, un NSAID y un inhibidor de p38.

6. La composicién farmacéutica para uso segun la reivindicacion 5, o el anticuerpo anti-IL-21 o fragmento de unién al
antigeno del mismo para uso segun la reivindicacién 5, en el que el antagonista de TNF es un fragmento soluble de
un receptor de TNF.

7. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 5 o la reivindicacién 6, o el anticuerpo anti-IL-21 o
fragmento de unién al antigeno del mismo para uso segun la reivindicacién 5 o la reivindicacién 6, en el que el
antagonista de TNF es una proteina de fusion de IgG del receptor de TNF humano p75.

8. La composicién farmacéutica para uso segun la reivindicacion 5, o el anticuerpo anti-IL-21 o fragmento de unién al
antigeno del mismo para uso segun la reivindicacion 5, en el que el agente terapéutico adicional es un antagonista
de IL-15.

9. La composicién farmacéutica para uso segun la reivindicacion 5, o el anticuerpo anti-IL-21 o fragmento de unién al
antigeno del mismo para uso segun la reivindicaciéon 5, en el que el agente terapéutico adicional es metotrexato o
leflunomida.

10. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacién 5, o el anticuerpo anti-IL-21 o fragmento de unién
al antigeno del mismo para uso segun la reivindicacion 5, en el que el analogo de rapamicina es CCI-779.

11. El anticuerpo anti-IL-21 o fragmento de unién al antigeno del mismo para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, 5-10, o la composicién farmacéutica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 4-
10, en el que el trastorno artritico se selecciona del grupo que consiste en artritis reumatoide, artritis reumatoide
juvenil, osteoartritis, artritis psoriasica y espondilitis anquilosante.

12. El anticuerpo anti-IL-21 o fragmento de unién al antigeno del mismo para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, 5-11, o la composicién farmacéutica para uso seguin una cualquiera de las reivindicaciones 4-
11, en la que el anticuerpo anti-IL-21 es un anticuerpo monoclonal o de especificidad Unica.

13. El anticuerpo anti-IL-21 o fragmento de unién al antigeno del mismo para uso segun una cualquiera de las

reivindicaciones 1-3, 5-12, o la composicién farmacéutica para uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 4-
12, en la que el anticuerpo anti-IL-21 es un anticuerpo humano, humanizado, quimérico o neutralizante.
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251

301

351

40l

451

551

G601

G651

T01

751

BO1

H51

S01

351

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

ACGGETCACTT

ACTGECCTCR

CAGCCCTACT

COTCRGOCTO

RCCTGRCTGA

CTCCBAGTIC

BGCCTRRAGR

CARCAGCATEC

TEGRGECTTEE

CCATCACTTG

CTCACCTERD

CRAGCCTACAC

ATATGCGCTT

ACGEACCAGT

TGEAGRGCRTC

GACGCTATGER

GTGCTERRER

CODCTATECT

ACEPOTCTCT

CAGETEGES

TGERETEEAET

CAGGCTGEEGER

CTGGETTITCR

GATATGHRECR

GGRRGCRCRG

TOCRECATAG

TCTGTCATTG

TEEAMCGRGCA
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FIG.1

GTCEACGIEE ~COGTACCAST

GCTTETCTGA

GUOCCETECCC

GTCTTCCTCT

AGEACTATCT

ACTCCTGOOC

COCTETGACT

ATEGECTTICT

COCEEGE00T

AGCTGCOCTEG

THTCTIGEAS

ARGRTGEANTA

RGETCTRGCC

GTCTCRATTC

CTGEGCRRCRR

RARCCRGUTE

TATCTOCTEE

GCARGCTACR

GTGRGEGOCEE

TOTCCCTERR

CAGTRCCTORA

GACCCCGTCA

CCCTCACATE

TEEETCTEAR

CCAGTGOCTR

CEGGAACTTC

METTEETEOC

TATCCRGEOCH

ACTGEAGTGET

TGTCTGOCCN
COGLRAGTCT
CEECETECC
GTETROGCTC
CAGCAGTGAC
ACCTCARRCC
COCACGLOCA
GRERAMGRCC
AGTHECTGECC
AOCTCACTTG
ACKROOGAGOT
TEAGEANTT
ACANCRCCAT
CTETCCGATE
CTOCCARGAG
CCCCCTTGERR
GACTCAGCTT
ATRTGAGCTE
THEAECCARGET

GAGTTCCACR
GOCRGEECALT
TCTTTCRGAC
CTECTGCTOC
GATCCRCCTTG

CCCCTRRGEAG

ARGAAATEGE

ACREBAGTTCT
AGGRERAERA

GRTEEAATET
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CTTCTCCTGT

GCCCRTOCCT

CTETOCTCTGT

TECOCAGATE

TCCCCTERTT

TTCRCCTCCT

GEAREARCCACT

CTGARGEAGT

TTACTCCTGR

CTACACTGRC

COARCOCCRE

CRGEROCARNS

ACATATATGEE

ARGTTTTCAT

TETEECAGCT

CETEACTE TG

ATGACGEARCT

CRETATOGER

GARTCTCAGTG

ARGATITCTRG

TCRATTCAGHG

CCRGECTGEE

TEEOTETOTT

CCTTEEAGET

TTTCTTCCRG

TTRATRCCCC

ACARCRACHT

GTTOCOGEEE

CTGRECCTGE

GCETGETGECCTC
GGGOCAGCCAR
CTTRECTEO0E
EI;_"G'QGC'IEGT
CTEERCTTEC
ACCACCROCR
CARCTGOCCT
hGGTCfGEGH
TEATTCTCCR
TACCTCTGEA
CATACTCAGT
ACGRCCTTCTE:
TRCAROETECT
TETCARTETS
TEETCCTEED
GCCTTCTCRG
CTCCARCTRC
ACCTCRGAGR
GRCTCAAGAR
CTACCRGECTS
GRACCTEGERG
GAGCUCGAGH
GATCATTETC
TATEEMRAMNAN
COCCTETACR
TTTCACGECC
CRECCTTACA
CTECCGEEETC

TCACTGEETGO



1451

1501

1551

1501

168351

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2300

2351

2401

2451

2501

2551

2601

ATAATCCOCCT

AGAOCEEO0R

CAGRGEECCT

GCCATERACT

GOTCTTEGTS

GTGEETCICAS

CTETCATTTS

TEEETCCCCR

TEEACATEER

CCCGTGGRGR

GETCMGEROD

TAARTARCCRE

TEARCATETR

TETETGTETE

TTEEEATTTE

RATTCTRGEC

CCTTGTTCCT

ATTACTGGRG

TEGAGANGOR

GERGAGERGH

GECTECCETE

ARGTATCTGEE

METREATTRG

ARARAANAAR
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FIG.1 ( continuacion)

TGECAGCTER

TATGEETCTES

GTGTGTCTEE

TEEATGECTES

ACRGACCCTE

GOCTTEERGEC

CRAAGERRGE

GEAGGGGGECT

CACATTTGARC

CTGATGARAGS

CCTCCROCTS

CTATAGTERE

GEEETETETE

TETETETETE

GTCTETTECT

CTACEACTGA

TAARTTTARATA

GOATTRERGE

GAGRGEERERG

CORCACERGR

RGGEECAGNEG

GGTACRCTGG

GEETERICTC

AAARGORECT

CCRAGOGETC
TETCCOATTEA
CCCTETAGCT
COGRGAGTCT
CTTTTCTETC
TCOCTAGETA
GERCTGGERCA
CTGRGRGTGA
AGTEECTTTG
ACCCCCTOGA
TGEACAGTGGE
AAGAGECCTC
TETETETETE
TETCTTEEET
ATGTRATTGTA
ATTCTCATET
CCATTEATTAR
TAGGGEECTT
ACCARGREER
GEAGRGERER
GACCATGAGT
TERGGRGGTG
CAGTATTTET

GCTCTRER
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TCRGCCTRCR

CRACACTEROT

GTGACEEATGA

GGOCCTRATT

TTGOGECTOT

GCCTACTGGR

GCAGRCCCAR

AGCRGETTOC

CRGETTCRGR

BGCTATCTCC

AGOCCRAGRGE

TGEREOCTGERD

TETCTCTETG

TETETETTRG

ATCCTRAATT

TTACARRCTT

ABRTRARATTS

TTGAGTTACC

GARGGAGERR

GEAGAEOMGER

CTETEECCRG

GUCAGECCHG

CRRAGCCRAT

CTGRRAGEAGRG

GTEEEAERTE

TGEECTATTCR

CAGRGEGATCT

GTCTCAGETA

CAGETTGEAGG

CCTOGAGRRAC

CCCCCTGETC

CTETEECRGT

GCCAGTGEGT

AGCTAECATA

ATTTACRGTG

TETGTGTETE

CACATCCRATG

CTCTACCCERR

GCTGTETARRA

GUTGRCARCCR

TETTTEGEAGR

GEAGAGGAGA

GEAGRGOARR

GREAMRRCKET

CRAGTTAGARG

TARALNTRATR
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201

251

301

q01

151

201

MPRGEVAALL
WODEYEELQD
QSGHHEQECG

REKLOYELQY

FARPQPGTSE
FMGLEIHLEW
IELVPQSSTT
PLRAGORVSR
HLOAGRESGE
FAKEGDWTAD

ETDEGFPREY
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FIG.2A

LLILHGAWSC LOLTCYTDYL WTITOVLETR SPNESILSLT
QETFCSLHRS GHNTTHIWYT CHMBLSQFLS DEVEFIVHVTD
SEFVLRESIKF AFPLHVTVAF ESCGRYDISWDS ATDEPSHYVL

RHLEDEYAVE PVTELISVDS ENVSLLFEEE HEDSSYOQLOW
RGTWSEWSDP VIFQTJOAGEP EAGWDPHMLL LLAVLIIVLY
RLWEKIWAFV PTPESFFIFPL YREHSGHFEK WVNTPFTASS

TSALHLELYP AMEKKEPGLP GLEEQLECDG MEEPGHWCII

YSEERDREYG LVSIDTVIVGE DAEGLCVWEC SCEDDGYPAM
HSEDLLLVTD PAFLSCECVE GSGLRLGGSPE GSLLORLELS
PTWETGEPGEE GSESEAGEFE CLDMDTEDSE FAGSDOGSPY

LEQWVWRTFF EVDSGAQSS
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FIG.3 (continuacion)
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FIG. 3 (continuacion)
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FIG.3 (continuacion)
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tgc tec gtg atg cat gag gct €tg cac aac cac tac acg cag aag age
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GlIn Lys Ser
445 450 455 460

ctc tcC Ctg TCC CCg ggt aaa tgagtgaatt c SEQ ID NO: 28
Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys SEQ ID NO: 29
465

Figura 10C
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atg ccg cat g?c tgy gec goc coc ttg ctc ctg ctg ctg ctoc cag g?a 48
Met Pro Arg Gly Trp Ala Ala Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gln Gly '
5

agc tgg g?c tgc CoC gac ctc gtc tgc tac acc gat tac ctc cag acag 96
Gly Trp Gly gys Fro Asp Leu val gfs Tyr Thr Asp Tyr ggu Gln Thr
i 4

gtc atc tgc atc ctg gaa atg tgyg aac clbc cac ccoc age acy ctc acc 144
val ITe Cys Ile Leu Glu Met Trp Asn Leu His Pro Ser Thr Leu Thr
35 40 45

ctt acc tgg caa gac cag tat gaa gag ctg aag gac gag goc acc tcc 192
Lew Thr Trp Gln Asp GIn Tyr Glu Glu Leu Lys Egp Glu Ala Thr ser
50 55

tgc agc ctc cac agg tog goc cac aat goc acg cat gec acc tac acc 2440}
s Ser Lew His Arg Ser Ala His asn Ala Thr His Ala Thr Tyr Thr
6 70 75 &0

tgc cac atg gat gta ttc cac ttc atg gcoc gac gac att ttc agt gtc 288
Cys His Met Asp val Phe His Phe Met Aéa Asp Asp Ile Phe ger val
a5 9 5

aac atc aca gac cag tct 911:;1: aac tac tcc cag gag tot gge age ttt 136
Asn Ile Thr Asp GIn Ser Gly Asn Tyr Ser GIn GlU Cys Gly Ser Phe
1 105 110
Ctc Ctg got gag agcoc atc aag CCg gCt CCC CCTt TLc aac gtg act gt 384
Leu Leu Ala Glu Ser Ile Lys Pro Ala Pro Pro Phe Asn val Thr va
115 120 125

acc ttc tca g?a Cag TaT aat artc TCc Qg Cgc tca gat tac gaa gac 432
Thr ng ser Gly gln Tyr ggg Ile ser Trp Arg i:g Asp Tyr Glu Asp
1

cct gec ttc tac atg ctg aag g?c aag ctt cag tat gag ctg cag tac 480
Pro Ala Phe Tyr Met Leu Lys Gly Lys Leu Gln Tyr Glu Leu Gln Tyr
145 150 155 160

agg aac cgg g?a gac ccc tgg gct gt? agt ccg agg aga aag ctg atc 528
Arg Asn Arg Gly Asp Pro Trp Ala Va ?_?5 Pro Arg Arg Lys J]_Eg Ile
165

tca gtg gac tca aga agt gtc tocc ctc ctc ccc ctg gag tic cgc aaa 576
ser val Asp Ser Arg Ser val Ser Leu Leu Pro Leu Glu Phe Arg Lys
180 185 190

gac tcg agc tat gag ctg cag gt? cgg gca g?g ccC atg cct g?c (s 624
Asp Ser Ser Tyr Glu Leu Gln val Arg Ala Gly Pro Met Pro Gly Ser
195 200 . 205
tcc tac cag g?g acc tgg agt gaa tog agt gac ccg gtc atc ttt cag b7Z
Gy

Ser Tyr Gln Thr Trp Ser Glu Trp Ser Asp Pro val Ile Phe Gln
210 215 220
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acc cag tca gag gag tta aag gaa ggc tgg aac aaa acc gaa acc Tcc
Thr GIn Ser Glu Glu Leu Lys Glu Gly Trp Asn Lys Thr Glu Thr Ser
225 230 235 240

cag gtt gct ccg gca taa tga SEQ ID MO: 30
Gln Val Ala Pro gig SEQ ID NO: 31
4
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tcc gt? atg cat gag gct ctg cac aac cac tac acg cag aag agc ctc
ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr é1n Lys Ser Leu
450 455 460

tcc ctg tcc ccg ggt aaa tga SEQ ID NO: 32
Ser Leu Ser Pro Gly Lys SEQ ID nNo: 33
465 470
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ggatgggcat
gtatgtitct
agaagaagag
tgaagacatt
tgaaccagtc
gaagaactgg
tcaccacacg
ctctcaggtc

cccagcaatg

tct aga
ser Arg
240

taagtcacta

actagaggat
agggtogacc
tgagccoccat
tCcagotgget
attacaacag
gtggcaaggc
ccatctcaaa
aaggataaag
accctcacag
atgactaaga
tacgtogagt
ctggactctg
gtggaaagaa
actaagager
caazgagaca

cctgggacca

720

780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1754



ctgcaggtcg acaccacc

ctg
Leu

gac
Asp

CCC
Pro

gac
Asp
60

cat
His

gag
Glu

ttg
Leu

tca
ser
140

tat
TYr

gt
Va

gaa
Glu

cct
Fro

att
Ile

Tac
Tyr

age
ser
45

caa
Gin

ata
Ile

gtt
val

tgt
cys

aac
Asn
125

gct
Ala

Glu

acc
Thr

gag
Glu

cag
Gln
205

ctc
Leu

cte
Leu
30

ata
e

gag
Glu

tag
Trp

tte
phe

&y
110

gt
Va

tat
Tyr

cty
Lel

aag
Lys

ttc
Phe
190

cca
Fro

cat
His
15

tag
Trp

ctc
Leu

acc
Thr

tac
Tvr

att
Ile
95

age
Ser

act
Thr

gac
Asp

cag
Gln

ctyg
Lau
175

cac
His

&y

cly

acc
Thr

agt
ser

ttc
Phe

acg
Thr
B0

gtc
val

ttt
Phe

at
Va

gaa
Glu

tat
Tyr
160

atc
Ile

aaa
Lys

act
Thr

atg
Met

gct
Ala

atc
Ile

ctc
Lau

tgc
Cys
65

tac
Cys

aat
Asn

cece
Pro
145

cgg
Arg

tca
ser

gat
Asp

tca
ser

cCc
Pro

tgg
Trp

acc
Thr

acc
Thr
50

agc
ser

cat
H1s5

at
Va

ctg
Leu

ttc
Phe
130

tcc
ser

dac
Asn

gt
Va

tct
sar

ttc
Phe
210

ES 2629395 T3

cgg
Arg

agc
Ser

tgt
Cys
35

tgg
Trp

cta
Leu

atg
Met

acg
Thr

gt
Ala
115

tca
Ser

aac
Asn

ctc
Leu

gac
Asp

agc
Ser
195

agg
Arg

&ty

e
¥5
20

gtc
val

caa
Gln

cac
His

cgc
Arg

gac
Asp
100

gag
Glu

&

tac
TYr

aga
Arg

tca
ser
180

tac
Tyr

ety

cca
FPro

ctg
Leu

ctg
Leu

gat
Asp

agg
Arg

ttg
Leu
85

ca
cin

aqc
ser

cgc
Arg

Val

gac
Asp
165

aga
Arg

cag
Gln

acc
Thr

Figura 144

110

gac
Asp

gag
Glu

tct
ser
70

tct
ser

tct
ser

atc
Ile

Tat
Tvr

ctg
Lell
150

ccC
Fro

dac
Asn

ctyg
Leu

Trp

gct
Ala

CtC
Leu

aca
Thr

tat
Tyr
55

&ty

caa
Gln

ggc
Gly

aaa
Lys
gat
AS

13

2049
Arg

tat
TYr

gtc
val

cag
Gin

agt
ser
215

gee
ala

act
Thr

EQ g
rg
40

ga
&l

cac
His

ttc
Phe

adc
AsSn

cca
Pro
120

atc
Ile

ety

gct
Ala

tct
ser

gt
Wa
200

a
4T

Tra
Leu

tgc
Cys
25

agc
ser

gaa
Glu

dac
Asn

ctg
Leu

aac
Asn
105

gct
Ala

teg
Ser

aag
Lys

gt
va

cLt
Leu
1385

€99
Arg

tag
Trp

cte
Leu
10

tac
TYr

cco
Pro

crt
Leu

acc
Thr

tce
ser
90

tcc
Sar

coo
Pro

tgg
Trp

cta
Leu

agg
aArg
170

[
LeLy

gca
Ala

agt
ser

ctg
Leu

act
Thr

aac
ASn

cag
GIn

aca
Thr
75

gat
Asp

caa
GIn

CCC
Pro

gac
Asp

caa
Gln
155

e
Pro

cCt
Pro

c
3

gac
Asp

a1

99

147

195

243

291

339

387

435

483

531

579

627

675



ol
Pro
220

&ty

gat
Asp

gtc atc
val Ile

agc gga
Ser Gly

gac gat
ASp AsSp

|44 4
Phe

cac
His

aag
Lys
255

ES 2629395 T3

€ag acc cag gct ggg gag ccc

Gln Thr G1n Ala Gly Glu Pro Glu
5 230

22
cac cat cat cac cac ggt agc
His His His His His G { ser
240 24

tagtgagaat tc SEQ ID NO: 36
SEQ ID WO: 37

Figura 148

111

gag gca Q?C tgg gal:
Tu Ala G

&

Al

C gac tat aaa gac
¥ Asp Tyr Lys Asp
ZEU

723

771

795



atg
Met

tct
ser

&y

act
Thr

cgg
65

ga
3

cac
His

tic
Phe

daac
Asn

cca
Pro
145
atc
Ile

&ty

gct
Ala

tct
Ser

daaa
Lys

tac
Tyr

gac
AsSp

toc
30
agc

Ser

gaa
Glu

daac
Asn

ctyg
Leu

aac
Asn
130

gct
Ala

tcc
Ser

aag
Lys

gt
Va

Cctt
Leu
210

ttc
Phe

atc
Ile

tat
Tyr

-35

Tac
Tyr

CCC
Pro

CIT
Leu

acc
Thr

tcc
ser
115

TcC
Ser

cCC
Pro

tgg
Trp

cta
Leu

agg
Ar
19
ctc
Leu

Ita
Leu

tat
Tvr
20

aaa
Lys

act
Thr

dac
Asn

cag
Gln

daca

gat
AsSp

caa
Gln

cCC
Fro

gac
Asp

caa
Gln
180

ccqg
Pro

cct
Fro

gtc
val

gcc
Ala

gac

gac
Asp

cCC
Pro

gac
Asp
85

cat
His

gaa
Glu
gag
Glu

Lig
Leu

dac
Asn

ey

gat
Asp

Tac
Tyr

agc
ser
70

caa
Gln

ata
Ile

gtt
val

tgt
Cys

aac
Asn
150

tca gt

165
tat
Tyr

gt
Va

gaa
Glu

Ala
gag
Glu

acc
Thr

gzg
Glu

ES 2629395 T3

tt
Ea'l

agc
ser

gac
Asp

ctc
Leu
35

ata
Ila

gag

tag
Trp

ttc
Phe

&y
135

gt
va

Tat
Tyr

ctg
Leu

dag
Lys

TicC
Phe
215

gcc
Ala

&y

gat
AsSp
40

tag
Trp

CIc
Leu

acc
Thr

tac
Tyr

att
Ile
120

agc
ser

act
Thr

gac
Asp

cag
GlIn

ctg
Leu
200

cac
His

Figura 154

o m
Leu

cac
Hi1s
25

adg
Lys

acc
Thi

agt
ser

ttc
Phe

acg
Thr
105

gtc
val

Tt
Phe

gt
Va

gaa
Glu

Tat

Tyr
185

atc
Ile

aaa
Lys

gtt
val
10

cac
Hi1s

&y

atc
Ile

cCtc
Leu

tgc

tgc
Cys

aat
Asn

gtc
val

gcc
Ala

cCo
Pro
170

caq
Arg

tca
sar

gat
ASp

112

ttt
Phe

cat
His

Tcc
ser

acc
Thr

acc
Thr
75

agc
Ser

cat
His

gt
va

ctg
Leu

TtC
Phe
155

tcc
Ser

dac
Asn

gt
Va

tct
ser

atg
Met

cat
His

ety

gt
5

tgg
Trp

cta
Leu

atg
Met

acqg
Thr

gct
Ala
140

tca
Ser

daac
Asn

ctcC
Leu

gac
Asp

agc
ser
220

gtc
val

cac
His

tgc
%5

gtc
val

caa
Gln

cac
His

cgc
Arg

gac
Asp
125

dag
Glu

&y

tac
Tyr

aga

tca
ser
205

Tyr

gt
Va

cac
His
30

ctg
Lew

ctg
Leu

gat ga

Asp

g9
Arg

ttg

Leu

ca
cin

agc
ser

cgce
Arg

Val

Eac
190
aga

Arg

cag
Gln

Tac

B'r
&

L o
95
ct

Ser

tct
Ser

atc
Ile

Tat

TYr

cig
Leu

175

CCcC
Pro

dac
Asnh

ctg
Leu

att
Ile

agc
Ser

Ctc
Leu

aca
Thr

tat
Tyr
B0

caa
Gln

&y

aaa
Lys

gat
166

204
Arg

tat
Tyr

gtc
val

cag
Gin

43

96

144

192

240

2588

336

384

432

480

528

576

624

672



tg © ca go
val arg ia 212

gag tgg agt gac
Glu Trp Ser Asp

gca ggc tgg gac
Ala Gly Trp Asp
260

ES 2629395 T3

cct cag cca ggc act tca
Pro GIn Pro Gly Thr Ser
230

€CC gtc atc ttt cag acc
Pro val Ile Phe GIn Thr
245 250

tagtgagaat tc SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

Figura 15B

113

ttc agg g
Phe Arg G
235

cag gct
Gin ala &

38
39

?3 Thr Trp Ser

it

acc 1gg ag
24
gag ccc ga

Glu Pro Gl
255

t
0

9
u

720

768

792
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