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DESCRIPCION
Copolimero-1 para el tratamiento de la degeneracién macular relacionada con la edad
SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a procedimientos y composiciones para el tratamiento de la degeneracion macular
relacionada con la edad.

Abreviaturas : AB, péptido B amiloide; AD, enfermedad de Alzheimer; AMD, degeneracién macular relacionada con
la edad; APC, células que presentan antigeno; BrdU, 5-bromo-2'-desoxiuridina; CNS, sistema nervioso central;
Cop-1, copolimero-1; GFP, proteina fluorescente verde; IB-4, isolectina B4 de Bandeiraea simplicifolia; IGF, factor
de crecimiento similar a la insulina; IL; interleucina; MG, microglia; MHC-II, complejo de histocompatibilidad mayor
de clase II; MWM, el laberinto de agua de Morris; NPC, células madre/progenitoras neurales; RGC, células
ganglionares de la retina; Tg, transgénico; Th, T auxiliares; TNF-a, factor de necrosis tumoral a.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Degeneracion macular relacionada con la edad

La degeneracién macular relacionada con la edad (AMD) es una enfermedad que afecta a la regién macular del ojo,
que es el area de la retina en la que se obtiene la vision aguda. La degeneracion macular esta causada por el
deterioro de la parte central de la retina, la capa posterior interior del ojo que registra las imagenes que vemos y las
envia a través del nervio 6ptico desde el ojo hasta el cerebro. La parte central de la retina, conocida como la macula,
es responsable de enfocar la vision central del ojo, y controla nuestra capacidad para leer, conducir un coche,
reconocer rostros o colores y ver los objetos con detalle fino.

La AMD es la principal causa de ceguera irreversible en los ancianos en los paises industrializados y su prevalencia
aumenta en la poblacién mayor de 60 afios (Klein y otros, 1992; Mitchell y otros, 1995). Se han realizado numerosos
intentos para entender la etiologia de la enfermedad, su fisiopatologia y los factores implicados en la progresion de
la enfermedad. Una sefial temprana comin de AMD es la acumulacion de drusas, diminutos glébulos de grasa de
color amarillo o blanco y material extracelular en la retina del ojo o en la cabeza del nervio 6ptico. Las drusas se
producen como drusas duras (depésitos pequefios y solidos que parecen inofensivos) o depdsitos mas grandes de
drusas blandas con bordes imprecisos. Las drusas blandas que se acumulan entre el epitelio pigmentario de la
retina (RPE) y la membrana de Bruch fuerzan la separacion de estas dos estructuras.

La mayoria de las personas mayores de 40 afios tienen una pequefia cantidad de drusas duras, que pueden unirse
para formar drusas blandas en los casos de AMD. Sin embargo, no todas las drusas blandas proceden de drusas
duras.

Existen dos tipos de degeneracion macular: el tipo seco o atréfico y el tipo himedo o hemorragico. La forma seca de
AMD, que afecta al 80% de todos los pacientes con AMD, se caracteriza por la aparicion de drusas. La presencia de
drusas se considera que es un factor preexistente asociado con la progresion de la enfermedad bien a AMD seca
avanzada o bien a AMD hiumeda.

Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un trastorno neurodegenerativo progresivo relacionado con la edad,
caracterizado por la pérdida de memoria y el deterioro cognitivo grave (Hardy y Selkoe, 2002). Las caracteristicas
clinicas se manifiestan morfolégicamente por la acumulacidon excesiva de agregados extracelulares de péptido B
amiloide (AB) en forma de placas amiloides en el parénquima cerebral, particularmente en el hipocampo y la corteza
cerebral, lo que conduce a la pérdida neuronal (Selkoe, 1991). Ademas, en la mayoria de los modelos de raton de la
enfermedad de Alzheimer, se interrumpe la neurogénesis que tiene lugar normalmente durante toda la vida en el
hipocampo del cerebro adulto (Haughey y otros, 2002). En los pacientes de Alzheimer, al igual que en los ratones
transgénicos (PDGF-APPsw, Ind), tiene lugar un cierto aumento de la neurogénesis, pero aparentemente no es
suficiente para superar la enfermedad (Jin y otros, 2004a, b).

Similitud entre la AMD y la enfermedad de Alzheimer

La AMD y la enfermedad de Alzheimer son ambos trastornos neurodegenerativos crénicos que afectan a una
proporcion sustancial de las personas de edad avanzada. Lo caracteristico de estos trastornos es la pérdida
irreversible de la funcién, para la que no existe cura. La degeneracion que se produce en la AMD y la enfermedad de
Alzheimer puede, en cierta medida, tener una patogénesis comun (Klaver y otros, 1999). Aunque se desconoce la
etiologia tanto de la AMD como de la enfermedad de Alzheimer, la patogénesis de las dos enfermedades muestra
algunas similitudes llamativas. En la AMD, las primeras manifestaciones histopatol6gicas son depositos de drusas
extracelulares y depdsitos laminares basales (Hageman y Mullins, 1999). Estas lesiones contienen lipidos,
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glucoproteinas y glucosaminoglucanos, que presumiblemente se derivan de una neurorretina en degeneracion
(Kliffen y otros, 1995). La acumulacion de estos depdsitos se asocia con la pérdida de los fotorreceptores y el
deterioro posterior de la funcién macular (Holz y otros, 1994). Como se ha sefialado anteriormente, una
caracteristica patologica temprana en la enfermedad de Alzheimer es la presencia de placas seniles extracelulares
(Selkoe, 1991). Estas placas se componen de muchos componentes, incluidos pequefios péptidos generados por
escision proteolitica de una familia de polipéptidos transmembrana conocidos como proteinas precursoras de
amiloide. Dos péptidos que estan ampliamente considerados como los principales contribuyentes a la patologia de la
enfermedad de Alzheimer se conocen como péptidos 3 amiloide (AB). Entre los componentes compartidos de los
depositos de amiloide y las drusas se incluyen proteinas tales como vitronectina, amiloide P, apolipoproteina E e
incluso péptidos ARy oligbmeros de amiloide que estan asociados con las placas de amiloide en la enfermedad de
Alzheimer (Luibl y otros, 2006; Mullins y otros, 2000; Yoshida y otros, 2005).

Los péptidos AP presentes en la enfermedad de Alzheimer activan las células microgliales para producir sustancias
potencialmente neurotdxicas, tales como especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, citocinas proinflamatorias,
proteinas de complemento y otros mediadores inflamatorios que provocan cambios neurodegenerativos (Akiyama y
otros, 2000). La respuesta inflamatoria que se ha asociado con la enfermedad de Alzheimer a menudo implica
microglia activada CD11b", que representa el brazo innato del sistema inmunitario en el sistema nervioso central
(CNS) (Streit, 2004). Se ha descrito que la microglia CD11b" est4 asociada con el cerebro humano normal
relacionado con la edad (Streit, 2004), y es posible que esta microglia sea la que contribuya tanto a la pérdida
cognitiva relacionada con la edad como a la alteracion de la neurogénesis (Monje y otros, 2003). La CD11b también
se ha encontrado en pacientes con enfermedad de Alzheimer (Akiyama y McGeer, 1990). Por otra parte, estan
presentes mediadores de la inflamacion en los depésitos de amiloide, asi como en las drusas, lo que sugiere un
posible papel comun para la via inflamatoria en la AMD vy la enfermedad de Alzheimer (Hageman y otros, 2001). Un
papel en la inflamacion local en la biogénesis de las drusas sugiere que este proceso es analogo al proceso que
tiene lugar en la enfermedad de Alzheimer, en la que la acumulacién de placas extracelulares y depdsitos provoca
una respuesta inflamatoria crénica local que exacerba los efectos de los estimulos patdgenos primarios (Akiyama y
otros, 2000).

Activacién microglial en la neurodegeneracion

La microglia son células gliales derivadas de médula ésea, que estan presentes dentro de todas las capas de la
retina humana adulta (Penfold y otros, 1991). Estan presentes varios tipos que pueden estar asociados con las
neuronas o con los vasos sanguineos, y algunas de éstas son células que presentan antigeno (APC) (Penfold y
otros, 1991; Provis, 2001). La naturaleza de la activacién microglial, ya sea beneficiosa o perjudicial, en el tejido
neural dafiado depende de como la microglia interpreta la amenaza (Butovsky y otros, 2005). A pesar de que la
presencia de células microgliales en el tejido nervioso normal sin dafiar se ha debatido durante afios, en la
actualidad es un hecho aceptado (Nimmerjahn y otros, 2005), incluyendo su presencia en el ojo. El papel de la
microglia en los procesos inflamatorios es controvertido. Por una parte, la participacion de la microglia en el proceso
inflamatorio del ojo puede estimular las células ganglionares de la retina (RGC) maduras para regenerar sus axones
(Yin y otros, 2003). Por otra parte, el papel de la microglia en procesos neurodegenerativos puede ser perjudicial
para el tejido neuronal. Roque y otros (1999) demostraron que las células microgliales liberan uno o varios productos
solubles que inducen la degeneracion de las células fotorreceptoras cultivadas. Esta controversia puede explicarse
por los informes contradictorios en cuanto a la presencia de células que presentan antigenos, que son factores
cruciales de una respuesta inmunitaria mediada por células especificas de antigeno. Las respuestas inmunoldgicas
en la microglia de la retina neural se relacionan con cambios patogénicos tempranos en la pigmentacion del epitelio
pigmentario de la retina y la formacién de drusas. La microglia activada puede estar involucrada también en la
muerte de los bastones en la AMD y la degeneracion de la retina de inicio tardio. Un estudio reciente ha propuesto
que la microglia, activada por la muerte de los bastones primarios, migra a la capa nuclear externa, elimina los
restos celulares de los bastones y puede matar a los conos fotorreceptores adyacentes (Gupta y otros, 2003).

Al igual que los macréfagos derivados de sangre, la microglia muestra la captacion de los depésitos extracelulares y
la fagocitosis de los depdsitos amiloides anormales en la enfermedad de Alzheimer. Esta microglia, a la vez que
acta de manera eficiente como células fagociticas, provoca la muerte neuronal mediante la secrecion de
mediadores como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Butovsky y otros, 2005) y, de este modo, aunque actlia
como células fagociticas (Frenkel y otros, 2005), al parecer no es lo suficientemente eficiente para combatir los
sintomas de la enfermedad de Alzheimer. En contraste con esta microglia residente, la microglia derivada de la
médula 6sea de ratones emparejados de tipo salvaje puede eliminar eficazmente las placas (Simard y otros, 2006).
Por otra parte, la ausencia de macréfagos que funcionan normalmente conduce al desarrollo de la AMD clinica
(Ambati y otros, 2003). De este modo, la AMD, como la enfermedad de Alzheimer, ilustra una enfermedad en la que
la captacion de los depésitos anormales induce inevitablemente la autoperpetuacion de la progresion de la
enfermedad mediada por las mismas células fagociticas (Gupta y otros, 2003).

Autoinmunidad protectora

Hace algunos afios, nuestro grupo formuld el concepto de ‘autoinmunidad protectora’ (Moalem y otros, 1999). Se
descubrié que tanto las citocinas proinflamatorias como las antiinflamatorias eran componentes criticos de una
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respuesta autoinmunitaria beneficiosa mediada por células T, siempre que la duracion y la intensidad de la actividad
de las células T se controlara de forma adecuada (Butovsky y otros, 2005; Shaked y otros, 2004) y dependiendo de
la naturaleza de la enfermedad (Schwartz y otros, 2006). Segun nuestro concepto, una autoinmunidad incontrolada
conduce al estado conocido normalmente de las enfermedades autoinmunitarias asociadas con la activacion
saturada de la microglia (Butovsky y otros, 2006a), tal como se discutira a continuacion. Se descubrié que el efecto
beneficioso de las células T autorreactivas se ejercia a través de su capacidad para inducir que la microglia
residente en el CNS adoptara un fenotipo capaz de presentar antigenos (Butovsky y otros, 2001; Butovsky y otros,
2005; Schwartz y otros, 2006; Butovsky y otros, 2006a; Shaked y otros, 2004), expresar factores de crecimiento
(Butovsky y otros, 2005; Butovsky y otros, 2006a; b) y tamponar el glutamato (Shaked y otros, 2005).

En un intento por aumentar la eficacia de las células T autorreactivas de proteccion, hemos probado muchos
compuestos en la blsqueda de un antigeno seguro y apto para la neuroproteccién. Entonces, sugerimos la
utilizacion de acetato de glatiramer, también conocido como copolimero-1 o Cop-1 (Kipnis y otros, 2000; Avidan y
otros, 2004; Angelov y otros, 2003), un copolimero sintético de 4 aminoacidos del que se conoce que es seguro y
gue actualmente se utiliza como un tratamiento para la esclerosis multiple mediante un régimen de administracion
diaria (Copaxone®, Teva Pharmaceutical Industries Ltd, Israel). En nuestros estudios hemos demostrado su baja
afinidad de reaccién cruzada con una amplia gama de autoantigenos del CNS. Debido a que la afinidad de la
reaccion cruzada es baja, las células T activadas con, después de infiltrarse en el sistema nervioso central, tienen el
potencial de activarse localmente con poco o ningun riesgo asociado de enfermedad autoinmunitaria (Kipnis y otros,
2000).

Una sola inyeccién de Cop-1 es protectora en modelos agudos de lesiones del CNS (Kipnis y otros, 2000; Avidan y
otros, 2004; Kipnis y Schwartz, 2002), mientras que en modelos crénicos se requiere un refuerzo ocasional para un
efecto protector de larga duracién (Angelov y otros, 2003). En el modelo de rata de presién intraocular cronicamente
elevada, la vacunacion con Cop-1 reduce significativamente la pérdida de RGC incluso si la presién sigue siendo
elevada. Cabe sefialar que la vacunacion no impide el inicio de la enfermedad, pero puede ralentizar su progresién
mediante el control del entorno extracelular local del nervio y de la retina, por lo que es menos hostil a la
supervivencia neuronal y permite que las RGC sean mas capaces de soportar la tension (Schori y otros, 2001;
Benner y otros, 2004; Kipnis y Schwartz, 2002; Kipnis y otros, 2000).

Para los trastornos cronicos se necesita un refuerzo ocasional. Por ejemplo, en un modelo de presion intraocular
cronicamente elevada, se descubrié que la administracion semanal de Cop-1 sin adyuvante daba lugar a
neuroproteccién (Bakalash y otros, 2005). El efecto neuroprotector del Cop-1 se ha atribuido en parte a la
produccién de factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) (Kipnis y otros, 2004b; Ziemssen y otros, 2002).

El agregado A B induce toxicidad en la microglia residente y dificulta la renovacion celular

Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio sugirieron que la microglia expuesta a agregado AR, aunque es
eficaz en la eliminacién de placas, es tdxica para las neuronas y afecta a la renovacion celular neural (Butovsky y
otros, 2006a); estos efectos recuerdan a la respuesta de la microglia a la invasion de microorganismos (tal como se
ejemplifica por su respuesta a LPS) (Butovsky y otros, 2005; Schwartz y otros, 2006). Estas actividades se
manifiestan por un aumento de la produccién de TNF-q, la regulacién a la baja del factor de crecimiento de tipo
insulina (IGF-I), la inhibicion de la capacidad de expresar las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad de
clase Il (MHC-Il) y CD11c (un marcador de células dendriticas) y, de este modo, de actuar como células que
presentan antigeno (APC), y la incapacidad de contribuir a la supervivencia y la renovaciéon del tejido neural
((Butovsky y otros, 2006a; Butovsky y otros, 2005; Butovsky y otros, 2006b). Ademas, hemos descubierto que
cuando la microglia se encuentra con el amiloide agregado B, su capacidad para eliminar estos agregados sin
ejercer efectos toxicos sobre las neuronas vecinas o alterar la neurogénesis depende de que pueda sufrir un cambio
de fenotipo. Un cambio en el fenotipo microglial podria tener lugar a través de un dialogo local entre la microglia y
las células T, que estd mediado por citocinas derivadas de células T, tales como interleucina (IL)-4. La adicién de la
IL-4, una citocina derivada de células T auxiliares (Th)-2, a la microglia activada por agregado AR puede revertir la
regulacion a la baja de la expresion de IGF-I, la regulacién al alza de la expresién de TNF-a, y la incapacidad de
actuar como APC (Butovsky y otros, 2005). La importancia de la microglia para la renovacion celular neural en vivo
se demostro por el aumento de la neurogénesis en el giro dentado de la rata después de la inyeccién
intracerebroventricular de microglia activada por IL-4 y por la presencia de microglia que expresa IGF-I en el giro
dentado de ratas mantenidas en un ambiente enriquecido (Ziv y otros, 2006). En roedores con EAE aguda o crénica,
la inyeccién de microglia activada por IL-4 en el liquido cefalorraquideo dio como resultado un aumento de la
oligodendrogénesis en la médula espinal y la mejora de los sintomas clinicos. Los oligodendrocitos recién formados
se asociaron espacialmente con microglia que expresaba MHC-II e IGF-I (Butovsky y otros, 2006c).

Hay componentes sistémicos tanto en la enfermedad de Alzheimer como en la AMD
Nuestra primera observacion de que las células inmunitarias sistémicas (en forma de células T dirigidas hacia ciertos

autoantigenos) pueden proteger a las neuronas lesionadas de la muerte, vino de estudios en roedores que muestran
que la transferencia pasiva de células T especificas a la proteina basica de mielina reduce la pérdida de RGC
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después de una lesion traumatica del nervio éptico (Moalem y otros, 1999). Descubrimos que estas células T son
también eficaces cuando se dirigen contra los epitopos cripticos o patégenos de la proteina basica de mielina, asi
como a otros antigenos de la mielina o sus epitopos (Mizrahi y otros, 2002). Estos descubrimientos plantean una
serie de preguntas criticas. Por ejemplo, ¢son los antigenos de mielina capaces de proteger el sistema nervioso de
cualquier lesién de tipo aguda o cronica? ¢Es la actividad neuroprotectora observada de las células inmunitarias
simplemente un descubrimiento anecdédtico que refleja nuestras condiciones experimentales, o apunta a la
participacion critica del sistema inmunitario para combatir los estados perjudiciales en el sistema visual y en el CNS
en general? En este Ultimo caso, ¢se deduce que las enfermedades neurodegenerativas son enfermedades
sistémicas? Si es asi, ¢este descubrimiento puede ser traducido a una terapia sistémica que proteja el cerebro, el
0jo y la médula espinal?

En una serie de experimentos llevados a cabo en los Ultimos afios hemos aprendido que, en primer lugar, la
respuesta protectora de las células T es una respuesta fisiologicamente suscitada que podria no ser suficiente en
lesiones graves o quizas no esté siempre controlada adecuadamente. Ademas, descubrimos que la especificidad de
estas células T protectoras depende del sitio de la lesion. De este modo, por ejemplo, el efecto protector de la
vacunacion con antigenos asociados a la mielina esta restringido a las lesiones de la sustancia blanca, es decir, a
los axones mielinizados (Mizrahi y otros, 2002; Avidan y otros, 2004; Schorl y otros, 2001). Si la lesion se produce en
la retina, que no contiene mielina, los antigenos de mielina no tienen ningun efecto. En segundo lugar, observamos
que la respuesta inducida por la lesién de las células T reactivas a autoantigenos especificos que residen en el sitio
de tension (ojo o cerebro) es una respuesta fisiolégica espontanea (Yoles y otros, 2001). Entonces, tratamos de
identificar el fenotipo de las células T autoinmunitarias beneficiosas y entender lo que determina el equilibrio entre un
resultado beneficioso (neuroprotector) de la respuesta mediada por células T a una lesién del CNS y un efecto
destructivo que provoca la enfermedad autoinmunitaria. También examinamos las formas de traducir la respuesta
beneficiosa en una terapia para el glaucoma. Descubrimos que en los animales inmunodeficientes el nUmero de
RGC supervivientes después de una lesién en los ojos, la médula espinal o el cerebro es significativamente menor
que en controles emparejados con un sistema inmunitario intacto, lo que sugiere que la capacidad de soportar una
lesion al CNS depende de la integridad del sistema inmunitario y especificamente de la poblacién especifica dentro
del sistema inmunitario; aquellos que reconocen los autoantigenos especificos del sitio. Curiosamente, la utilizacién
de esteroides provoco una pérdida significativa de RGC (Bakalash y otros, 2003).

Las células T especificas de antigenos que residen en el sitio del dafio ayudan a limpiar y sanar

Para que sean protectoras, las células T anti-antigenos propios deben migrar al sitio del dafio y activarse de forma
local. Por eso, s6lo aquellos antigenos que estan presentes en el lugar de la lesion se pueden utilizar para la
vacunacion. Una vez activadas, las células T proporcionan una fuente de citocinas y factores de crecimiento que dan
forma a las células centinelas residentes en el ojo (la microglia), para volverlas células defensivas activas que el ojo
puede tolerar. Concretamente, este tipo de microglia activada puede aceptar glutamato, eliminar los residuos y
producir factores de crecimiento, mientras que se abstiene de producir agentes que forman parte de su mecanismo
de eliminacién (por ejemplo, TNF-a) a los que el ojo, al igual que el cerebro, tiene una baja tolerancia (Butovsky y
otros, 2005; Butovsky y otros, 2001; Barouch y Schwartz, 2002; Moalem y otros, 2000; Shaked y otros, 2005). Estas
células T estan constitutivamente controladas por las células T reguladoras fisiolégicamente existentes, que son a su
vez susceptibles de control si es necesario (Kipnis y otros, 2004a; Kipnis y otros, 2002).

Se hace referencia a la solicitud de patente internacional en tramitacion No. PCT/IL2007/...titulada "Activated mieloid
cells for promoting tissue repair and detecting damaged tissue”, presentada por el solicitante en la Oficina Receptora
de PCT de Israel (RO/IL) en la misma fecha, y cuyo contenido esta explicitamente excluido del ambito de aplicacion
de la presente invencion.

La cita de cualquier documento en la presente memoria no debe interpretarse como una admision de que tal
documento sea técnica anterior pertinente, o material considerado para la patentabilidad de cualquier reivindicacién
de la presente solicitud. Cualquier declaracién en cuanto a contenido o una fecha de cualquier documento se basa
en la informacion disponible para el solicitante en el momento de la presentacion y no constituye una admisién de la
exactitud de esta declaracion.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

Es un objetivo de la presente invencion el dar a conocer una terapia de base inmunoldgica para la degeneracion
macular relacionada con la edad.

La presente invencion se refiere a realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones. De este modo, se refiere a
los siguientes puntos:

1. Un agente que provoca que las células T que producen IL-4 se acumulen en el ojo, para su utilizacién en el
tratamiento de la degeneracion macular seca relacionada con la edad, en el que dicho agente es el copolimero-1.
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2. Un agente que provoca que las células T que producen IL-4 se acumulen en el ojo, para su utilizacién en la
reduccion de la zona de drusas en un individuo con degeneracién macular relacionada con la edad, en el que dicho
agente es el copolimero-1.

3. El agente para su utilizacion, segun el punto 2, en el que dicha degeneracién macular relacionada con la edad es
la degeneracién macular seca relacionada con la edad.

4. El agente para su utilizacion, segun uno cualquiera de los puntos 1 a 3, en el que dicho agente se administra
semanalmente.

5. El agente para su utilizacién, segun uno cualquiera de los puntos 1 a 4, en el que dicho agente se administra
mediante inyeccién subcutanea.

Ademas, se da a conocer un procedimiento para el tratamiento de la degeneracién macular relacionada con la edad,
gue comprende provocar que las células T que producen IL-4 se acumulen en el ojo de un paciente que lo necesita,
para de este modo detener o retrasar el progreso de la degeneracion macular.

Se da a conocer que la acumulacién de células T en el ojo esta provocada por la administracion a dicho paciente de
un agente seleccionado entre el grupo que comprende:

(i) copolimero-1, un péptido relacionado con el copolimero-1 o un polipéptido relacionado con el copolimero-1;

(ii) IL-4;

(iii) células dendriticas, monocitos, células mieloides derivadas de médula 6sea o células mononucleares de sangre
periférica activadas por IL-4;

(iv) células modificadas genéticamente que producen IL-4;

(v) células mieloides derivadas de médula ésea o células mieloides derivadas de sangre periférica activadas con
IL-13 o con hasta 20 ng/ml de IFN-y;

(vi) un autoantigeno patégeno asociado con una enfermedad autoinmunitaria especifica del ojo mediada por células
T

(vii) un péptido cuya secuencia estd comprendida dentro de la secuencia de dicho autoantigeno patégeno de (vi) o
un péptido obtenido mediante la modificaciéon de dicho péptido, modificacién que comprende la sustitucion de uno o
mas residuos de aminoacidos del péptido por residuos de aminoacidos diferentes (en lo sucesivo, "péptido
modificado"), siendo aun capaz dicho péptido modificado de reconocer el receptor de células T reconocido por el
péptido parental, pero con menos afinidad;

(viii) una secuencia de nucleétidos que codifica un autoantigeno patégeno de (vi) o un péptido o un péptido
modificado de (vii);

(ix) células T activadas por un agente de (i), (vi) o (vii); y

(x) cualquier combinacion de (i) - (ix).

Se da a conocer ademas la utilizacion de un agente, segun se define en los puntos (i) - (x) anteriores, para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de la degeneracion macular relacionada con la edad.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

Las figuras 1A-1D demuestran que la IL-4 puede contrarrestar el efecto adverso de agregado AP sobre la toxicidad
microglial y la promocién de la neurogénesis en células progenitoras neurales de ratén adulto. (Figura 1A)
Paradigma de tratamiento in vitro. (Figura 1B) Imagenes de microscopio confocal representativas de células
progenitoras neurales (NPC) que expresan la proteina verde fluorescente (GFP) y BIII-T (marcador neuronal),
cocultivadas conjuntamente durante 10 dias sin microglia (MG, control), o con microglia sin tratar, o con microglia
que fue activada previamente mediante agregado AP-40) (5 UM) (MGag1-40)) durante 48 h y posteriormente activada
con IFN-y (10 ng/ml) (MGag1-401Fny)y) O con IL-4 (10 ng/ml) (MGag 1-40nL-4) 0 con ambos IFN-y (10 ng/ml) e IL-4 (10
ng/ml) (MGagp1-4onFny+iL-2). Nota, el agregado AB indujo a la microglia a adoptar una morfologia ameboide, pero
después de que se afiadiera IL-4 mostré una estructura ramificada. (Figura 1C) Imagenes confocales separadas de
GFP que coexpresan NPC y BII-T adyacente a microglia CD11b*. (Figura 1D) Cuantificacion de las células
doblemente marcadas con GFP y BllI-T (expresada como un porcentaje de células GFP") obtenida a partir de
imagenes confocales. Los resultados son de tres experimentos independientes en cultivos replicados; las barras
representan las medias + EEM. Los asteriscos sobre las barras indican la significacion de las diferencias relativas a
las NPC no tratadas (control) (*P <0,05; ***P <0,001; prueba t de Student de dos extremos). Las lineas horizontales
con los valores de P encima de ellas mostraron diferencias entre los grupos indicados (ANOVA).

Las figuras 2A-2L muestran que la vacunacion con Cop-1 conduce a la reduccion de amiloide B y contrarresta la
pérdida de neuronas del hipocampo en el cerebro de ratones transgénicos con enfermedad de Alzheimer: papel
clave de la microglia. (Figura 2A ) Imagenes microscopicas confocales representativas de cortes de hipocampo de
cerebro de ratones no transgénicos (Tg), Tg con enfermedad de Alzheimer (AD) no tratados y Tg-AD vacunados con
Cop-1 tefidos para NeuN (neuronas maduras) y AB humano. Los ratones no-Tg no mostraron tincion para
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AB humano. El raton Tg-AD no tratado mostré6 una abundancia de placas de AP extracelulares, mientras que la
inmunoreactividad a AB es baja en los ratones Tg-AD tratados con Cop-1. Se observa una débil tincion NeuN" en las
regiones del hipocampo CALl y del giro dentado del raton Tg-AD no tratado en relacién con su compafiero de
camada no-Tg, mientras que la tincion NeuN" en el ratén Tg-AD vacunado con Cop-1 es casi normal. (Figura 2B )
Tincién de microglia activada utilizando anticuerpos anti-CD11b. Imagenes en alta y baja magnificacion muestran
una incidencia elevada de la microglia doblemente tefiida para Ap y CD11b en las regiones de CAl y giro dentado
del hipocampo de un ratén Tg-AD no tratado, pero sélo una presencia menor de microglia CD11b" en el ratén Tg-AD
vacunado con Cop-1. Las flechas indican las zonas de alta magnificaciéon, que se muestra a continuacion. (Figura
2C) Microglia CD11b", asociada con una placa A, que expresa fuertemente TNF-a en un ratén Tg-AD no tratado.
(Figura 2D) La tincion para MHC-II (un marcador de la presentacién de antigenos) en una seccion criogénica
tomada de un ratén Tg-AD vacunado con Cop-1 en una zona que se tefiia positivamente para AB, muestra una
incidencia elevada de microglia MHC-II" y casi ninguna de microglia de TNF-a’. (Figura 2E) Toda la microglia
MHC-II" en un &rea del cerebro que se tefiia positivamente para Ap (puntas de flecha) en un ratén Tg-AD vacunado
con Cop-1 coexpresa CD11lc (un marcador de células dendriticas), pero so6lo se ve algo de microglia
CD11c*/MHC-II" en un area correspondiente en el cerebro de un ratén Tg-AD no tratado. (Figura 2F) Microglia
MHC-II" en un ratén Tg-AD vacunado con Cop-1 coexpresa IGF-I. (Figura 2G) Se observan células T CD3" en las
proximidades de una placa AP y (Figura 2H) estan asociadas con microglia del MHC-II*. El area encuadrada
muestra una gran ampliacién de una sinapsis inmunoldgica entre una célula T (CD3") y una célula microglial que
expresa MHC-II. (Figura 21 ) Histograma que muestra el nimero total de placas AB (en un corte de hipocampo de 30
pum). (Figura 2J) Histograma que muestra la tincién de imnmunoreactividad AB. Obsérvense las diferencias
significativas entre los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 y los Tg-AD no tratados, verificando la presencia
reducida de placas AR en los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1. (Figura 2K) Histograma que muestra una
marcada reduccion de las células tefiidas para CD 1b, indicativa de microglia activada e inflamacioén, en ratones
Tg-AD vacunados con Cop-1 en relacién con ratones Tg-AD no tratados. Obsérvese el aumento de la microglia
CD11b" con la edad en los compafieros de camada sin Tg. (Figura 2L ) Histograma que muestra significativamente
mas células CD3" asociadas con una placa A en ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 que en los ratones Tg-AD no
tratados. La cuantificacion de células CD3" se analiz6 a partir de 30-50 placas de cada ratén examinado en este
estudio. Las barras de error indican la media + EEM. *P <0,05, **P < 0,001 frente a compafieros de camada sin Tg
(prueba t de Student). Los valores de P indicados en la figura representan una comparacion de los grupos
analizados en el ANOVA. Todos los ratones en este estudio se incluyeron en el analisis (6-8 secciones por ratdn).

Las figuras 3A-3C muestran que la vacunaciéon con Cop-1 induce a la microglia a expresar CD11c. (Figura 3A)
Microglia CD11b" que coexpresa CD11c rodea una placa AB en ratones Tg-AD vacunados con Cop-1. Toda la
microglia que expresa CD11c se marca conjuntamente para CD11b. Se muestra el canal confocal separado en el
panel derecho. (Figura 3B ) Histogramas que muestran el nimero de células CD11b" asociadas con una placa Ap.
(Figura 3C) Histogramas que muestran la cuantificacién de células CD11c’ como un porcentaje del nimero total de
células CD11b" y CD11c" asociadas con una placa AP. Para este andlisis, se contaron las células que rodean 30-50
placas en cada raton sometido a ensayo. Las barras de error representan las medias + EEM. Los asteriscos sobre
las barras indican la importancia de las diferencias entre los grupos (**P <0,01; **P <0,001; prueba t de Student de
dos extremos).

Las figuras 4A-4D muestran que la vacunacion con Cop-1 induce a la microglia a expresar CD11c: papel de la IL-4.
(Figura 4A) Microglia activada por IL-4 (MG-4) induce la expresion de CD11c en un cultivo primario de microglia de
raton 5 dias después de la activacion. La microglia no tratada (MG()) no expresa casi ningin CD11c. (Figura 4B )
Efecto de la IL-4 (en términos de morfologia y expresion de CD11c) sobre la microglia tratada previamente durante 3
dias con agregada AB.40) (MG(ap) y se evaluo 10 dias mas tarde en comparacion con tratamiento con IL-4 durante
10 dias sin exposicion previa a AB. Téngase en cuenta que se adoptdé una morfologia de tipo dendritica tras la
adicion de IL-4 a la microglia solamente pretratada con AB, mientras que la expresion de CD11c se indujo mediante
la IL-4 con y sin un tratamiento previo con AB. (Figura 4C) El analisis cuantitativo de la expresién microglial de
microglia CD11c" (expresado como un porcentaje de microglia marcado con IB-4) y de la intensidad de CD11c por
célula, ambos expresados como una funcion del tiempo en cultivo con o sin IL-4. (Figura 4D ) Analisis cuantitativo de
la expresion de CD11c (calculada como un porcentaje de microglia marcado con IB-4) por los cultivos que se
muestran en la (figura 4B ). Los resultados son de tres experimentos independientes en cultivos replicados; las
barras representan las medias + EEM. Los asteriscos sobre las barras indican la importancia de las diferencias con
respecto a microglia sin tratar en cada punto (**P <0,001; prueba t de Student de dos extremos).

Las figuras 5A-5B muestran el englobamiento de los agregados AR por microglia activada. La microglia se trat6é con
IL-4 (10 ng/ml) 24 horas después de la siembra (MGL.40) 0 se dejaron sin tratar durante 48 horas (MG,)). Los
medios fueron posteriormente reemplazados por un medio de marcaje (DMEM que contiene 10 mg/ml de albdmina
de suero bovino), y se afiadid AB-a0 (5 pg/ml) durante 1 h. Después de la incubacion, los cultivos se fijaron y se
inmunotifieron con anticuerpos dirigidos a Ap humano y se tifieron conjuntamente para microglia (IB-4). (Figura 5A)
Microfotografias confocales. (Figura 5B ) Analisis cuantitativo expresado como intensidad por célula. Se presentan
los resultados de uno de dos experimentos, cada uno con ocho replicados (20-30 células por replicado) por grupo
(promedio £ SD).
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Las figuras 6A-6E representan el aumento de la neurogénesis inducido por la vacunaciéon con Cop-1 en el giro
dentado del hipocampo de los ratones transgénicos AD adultos (Tg). Tres semanas después de la primera
vacunacion con Cop-1, los ratones de cada grupo experimental fueron inyectados intraperonealmente con
5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) dos veces al dia durante 2,5 dias. Tres semanas después de la Ultima inyeccién se
les extirpd el cerebro y los hipocampos se analizaron para detectar BrdU, DCX (un marcador de diferenciacion
temprana del linaje neuronal), y NeuN (un marcador de neuronas maduras). (Figuras 6A-6C ) Histogramas que
muestran la cuantificacién de las células en proliferacién (BrdU™). (Figura 6A ) Neuronas maduras recién formadas
(BrdU*/NeuN") (figura 6B ), y todas las neuronas premaduras (tefiidas con DCX") (figura 6C). Nimeros de células
BrdU", BrdU*/NeuN" y DCX" por giro dentado (DG), calculados a partir de seis secciones coronales igualmente
espaciadas (30 um) de ambos lados de los cerebros de todos los ratones sometidos a ensayo en este estudio. Las
barras de error representan las medias + EEM. Los asteriscos sobre las barras indican la importancia de las
diferencias respecto a los compafieros de camada no-Tg (**P <0,01; **P <0,001; prueba t de Student de dos
extremos). Las lineas horizontales con los valores de P encima de ellos mostraron diferencias entre los grupos
indicados (ANOVA). (Figura 6D ) Imagenes microscopicas confocales representativas del giro dentado que muestran
la inmunotinciéon para BrdU/DCX/NeuN en un raton Tg-AD vacunado con Cop-1 y en un compafiero de camada
no-Tg respecto a la de un ratén Tg-AD no tratado. (Figura 6E) Células ramificadas DCX * se encuentran cerca de
microglia MHC-II" situada en la zona subgranular (SGZ) del giro dentado del hipocampo de un ratén Tg-AD
vacunado con Cop-1.

Las figuras 7A-7B muestran que la vacunacion con Cop-1 contrarresta el deterioro cognitivo en ratones
transgénicos AD (Tg). La actividad cognitiva dependiente del hipocampo se evalué en el laberinto de agua de Morris
(MWM). (Figuras 7A-7B ) Los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 (rombo; n = 6) mostraron una capacidad
significativamente mejor de aprendizaje/memoria que los ratones Tg-AD no tratados (cuadrado; n = 7) durante la
adquisicion y la inversién. Los ratones Tg-AD no tratados mostraron deficiencias constantes y duraderas en tareas
de memoria espacial. Por el contrario, el rendimiento de la prueba MWM por los ratones Tg-AD vacunados con
Cop-1 fue bastante similar, en promedio, a la de sus compafieros de camada nativos sin Tg emparejados por edad
(triangulo; n = 6) (ANOVA 3 vias, medidas repetidas: grupos, df (2,16), F = 22,3, p <0,0002; ensayos, df (3,48), F =
67,9, P <0,0001; dias, df (3,48), F = 3,1, P < 0,035, para la fase de adquisicion, y grupos, df(2,16), F = 14,9, P
<0,0003; ensayos, df(3,48), F = 21,7, P <0,0001; dias, df (1,16), F = 16,9, P < 0,0008, para la fase de inversién).

Las figuras 8A-8D muestran la evolucion temporal de la expresion de CD11c en microglia activada por IFN-ye IL-4.
(Figura 8A)) La microglia se traté con IFN-y (10 ng/ml; MGgen-y) 0 IL-4 (10 ng/ml; MGL4) durante 1, 3, 5, 10 y 18
dias. La microglia sin tratar (MG(,)) se utiliz6 como control. (Figura 8B ) Las imagenes confocales de microglia,
identificadas por tincion para IB4, inmunomarcada para BllI-T y CD11c después de 5 dias de tratamiento. MG no
expresdé CD1l1lc. Después de la exposicion a IFN-yo IL-4, la microglia expresé CD1lc y exhibié su morfologia
caracteristica. (Figura 8C) La expresion conjunta de BlII-T y CD11c en microglia activada con IFN-y (10 ng/ml)
durante 5 dias (IB4/BIII-T/CD11c). Nota, los canales confocales se presentan por separado. (Figura 8D) Analisis
cuantitativo de la cantidad de microglia CD11c* (expresada como porcentaje de células IB4" (marcador de
microglia)) se examinaron en todos los tratamientos en todos los puntos temporales. Los resultados son de cuatro
experimentos independientes con pozos duplicados o triplicados; las barras representan las medias + EEM. Los
asteriscos encima de las barras indican la importancia de las diferencias relativas a MG, ((*P <0,05; *P <0,01; ***P
<0,001; prueba t de Student de dos extremos)). Las lineas horizontales con los valores de P sobre ellos mostraron
diferencias entre los grupos indicados (ANOVA).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la busqueda de una futura vacunacion a base de células T para el tratamiento de la AMD, las siguientes
consideraciones pueden ser relevantes.

En general, se considera que el cerebro, como la retina, es inmunitariamente privilegiado, en el sentido de que la
barrera hematoencefélica resiste la deposicién pasiva de anticuerpos y reduce la incorporacion de linfocitos
especificos de antigeno (Streilein y otros, 1992). Paradéjicamente, la inmunidad especifica de antigeno en realidad
podria funcionar para proteger contra las enfermedades degenerativas. Recientemente, se demostré en el modelo
de raton de la enfermedad de Alzheimer que la inmunizacion con el amiloide anormal, o la administracion pasiva de
anticuerpos contra la proteina anormal, redujo en gran medida la cantidad de deposicién en el cerebro de los ratones
modificados genéticamente y mejord su rendimiento en las pruebas de laboratorio de la memoria y la funcién
cognitiva (por ejemplo, Morgan y otros, 2000). Los mecanismos no estan claros, pero pueden estar relacionados con
un aumento de la fagocitosis, la neutralizacion de moléculas téxicas o la interferencia con la agregacion de fibrillas
de amiloide. Sin embargo, en la enfermedad de Alzheimer, los pacientes pueden ser inmunolégicamente tolerantes a
amiloide, lo que impide la autoinmunizaciéon de proteccién a la proteina anormalmente procesada y, de este modo,
da lugar al desarrollo de la encefalomielitis autoinmunitaria (Furlan y otros, 2003).

Algunos estudios de nuestro laboratorio durante los Gltimos afios han demostrado que la recuperacion de una lesion
del CNS depende criticamente de la actividad bien controlada de las células T dirigidas a autoantigenos especificos
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del CNS (Moalem y otros, 1999; Yoles y otros, 2001; Kipnis y otros, 2002). Después de migrar al sitio dafiado, estas
células T autorreactivas regulan evidentemente la microglia de una manera que la vuelven potenciadora de la
supervivencia neuronal y la reparacion del tejido neural (Butovsky y otros, 2005; Schwartz y otros, 2006; Butovsky y
otros, 2001; Shaked y otros, 2005).

Nuestros resultados en el presente documento abogan por la utilizacion de un antigeno relacionado con la mielina,
tal como Cop-1, pero no un péptido AB, como una terapia basada en células T para la AMD. Incluso si algunas de
las células T que expresan receptores de células T para péptidos asociados a drusas, tales como AB, migraran hacia
el sitio de una lesion del CNS (Monsonego y otros, 2006), es poco probable que encontraran sus APC pertinentes en
ély, por lo tanto, no podrian llegar a activarse localmente.

Por otro lado, la microglia que presenta mielina, con la que las células T especificas para mielina facilmente pueden
mantener un dialogo, es probable que esté presente en los sitios dafiados. Los antigenos relacionados con mielina,
0 antigenos que presentan reaccion cruzada débil con la mielina (tales como Cop-1) son, por lo tanto, antigenos de
eleccion probables para la vacunacion terapéutica (Avidan y otros, 2004). Las células T activadas por estos
antigenos migraran entonces al CNS vy, al encontrarse alli con sus APC pertinentes, se activaran localmente para
suministrar las citocinas y factores de crecimiento con el fin de cambiar el fenotipo de la microglia perjudicial
(activada por agregado AB; Butovsky y otros, 2005) a microglia con caracteristicas de tipo dendritico. La sinapsis
inmunoldgica resultante entre las células T y la microglia creard entonces un nicho de apoyo para la renovacion de
las células mediante la promocidn de la neurogénesis de la agrupacion de células madre adultas (Butovsky y otros,
2006a).

Nuestros resultados indican que las células T constituyen la terapia inmunolégica de eleccion para la AMD. Esto no
excluye el beneficio potencial de los anticuerpos como terapia complementaria, tal como se muestra en animales;
modelo de la enfermedad de Alzheimer con anticuerpos contra un péptido 3 (Bard y otros, 2000). Ademas, las
células T pueden funcionar como una minifdbrica capaz de producir una variedad de compuestos, incluyendo
citocinas y factores neurotroficos (Ziemssen y otros, 2002). Por encima de todo, representan un sistema fisiolégico
de mantenimiento y reparacion que podria ayudar a contrarrestar los estados relacionados con la edad que
conducen al envejecimiento cerebral.

En el desarrollo de la terapia inmunolégica para la AMD, segun la presente invencién, tomamos en consideracion de
este modo las lecciones de enfermedades neurodegenerativas con una patogenicidad similar.

La formacion de depésitos extracelulares que comprenden proteina mal plegada es la caracteristica distintiva de
numerosas enfermedades neurodegenerativas. La acumulacién de amiloide en las drusas y la enfermedad de
Alzheimer y la presencia de microglia activada como mediadores de la inflamacibn en ambos trastornos
neurodegenerativos, sugiere una posible via inflamatoria crénica comin en la AMD y la enfermedad de Alzheimer.
En el contexto de la enfermedad de Alzheimer hemos demostrado recientemente que el amiloide agregado 3 (AB)
activa la microglia, que adquiere un fenotipo que recuerda al activado por microorganismos. Aunque esta
microglia/macréfagos puede actuar como células fagociticas, su actividad global es citotoxica y dificilmente puede
ser tolerada por el cerebro. Como resultado, la microglia activada por AB, en lugar de ayudar al tejido afectado,
contribuye al caos. En la presente invencién, exploramos una posible terapia en base inmunolégica para modular la
actividad de la microglia en la enfermedad de Alzheimer y la AMD con el objetivo de mantener su actividad
fagocitica, a la vez que se le confiere capacidad para apoyar la supervivencia y la renovacion celular.

Tal como se muestra en el presente documento, el agregado ABinduce que la microglia se vuelva citotoxica y
bloquee la neurogénesis de células progenitoras neuronales (NPC) de roedores adultos. La adicion de IL-4, una
citocina derivada de células T auxiliares (Th)2, a la microglia activada por AR puede revertir el impedimento, la
regulacion a la baja de IGF-I, la regulacion al alza de TNF-q, y la incapacidad de actuar como APC. Utilizando
ratones doblemente transgénicos con la enfermedad de Alzheimer que expresan genes humanos mutantes que
codifican la presenilina 1 y la proteina precursora de amiloide quimérica de raton/humana, mostramos que el cambio
del fenotipo de la microglia en APC profesionales que producen IGF-I, que se logra en el presente documento
mediante una vacuna basada en células T con copolimero-1, dio como resultado una reduccién de la carga de
amiloides y la induccion de la supervivencia neuronal y la neurogénesis.

De este modo, la presente invencién da a conocer un procedimiento para el tratamiento de la degeneracién macular
relacionada con la edad (AMD), que comprende provocar que las células T que producen IL-4 se acumulen en el ojo
de un individuo, en necesidad de las mismas, para de este modo detener o retrasar el progreso de la degeneracion
macular. Este efecto se puede efectuar mediante diversos autoantigenos y células activadas con citocinas.

Se da a conocer que entre los agentes que pueden hacer que las células T productoras de IL-4 se acumulen en el
0jo se incluyen, sin que constituyan limitacion:

(i) copolimero-1, un péptido relacionado con el copolimero-1 o un polipéptido relacionado con el copolimero-1;
(ii) IL-4;
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(iii) células dendriticas, monocitos, células mieloides derivadas de médula 6sea o células mononucleares de sangre
periférica activadas por IL-4;

(iv) células modificadas genéticamente que producen IL-4;

(v) células mieloides derivadas de médula 6sea o células mieloides derivadas de sangre periférica activadas con
IL-13 o con hasta 20 ng/ml de IFN-y;

(vi) un autoantigeno patégeno asociado con una enfermedad autoinmunitaria especifica del ojo mediada por células
T

(vii) un péptido cuya secuencia estd comprendida dentro de la secuencia de dicho autoantigeno patégeno de (vi) o
un péptido obtenido mediante la modificacion de dicho péptido, modificacién que comprende la sustitucion de uno o
mas residuos de aminoacidos del péptido por residuos de aminoacidos diferentes (en lo sucesivo, "péptido
modificado"), siendo aun capaz dicho péptido modificado de reconocer el receptor de células T reconocido por el
péptido parental, pero con menos afinidad;

(viii) una secuencia de nucledtidos que codifica un autoantigeno patégeno de (vi) o un péptido o un péptido
modificado de (vii);

(ix) células T activadas por un agente de (i), (vi) o (vii); y

(x) cualquier combinacién de (i) - (ix).

Se da a conocer que el agente es copolimero-1, un péptido relacionado con el copolimero-1 o un polipéptido
relacionado con el copolimero-1.

Tal como se da a conocer en el presente documento, "copolimero-1, un péptido o un polipéptido relacionados con el
copolimero-1" se pretende que incluya cualquier péptido o polipéptido que incluyan un copolimero aleatorio que
reaccione funcionalmente con MBP y pueda competir con MBP en el MHC de clase Il en la presentacion de
antigenos.

El Cop-1 o un péptido o polipéptido relacionados con Cop-1 esta representado por un copolimero aleatorio que
comprende una relacion adecuada de un aminoacido cargado positivamente, tal como lisina o arginina, en
combinacién con un aminodacido cargado negativamente (preferentemente en una cantidad menor), tal como acido
glutdmico o acido aspartico, opcionalmente en combinacion con un aminoacido neutro no cargado, tal como alanina
o glicina, que actia como un material de carga y, opcionalmente, con un acido amino adaptado para conferir al
copolimero propiedades inmunogénicas, tal como un aminoacido aromatico como tirosina o triptéfano. Estos
copolimeros se dan a conocer, por ejemplo, en el documento WO 00/05250.

Mas especificamente, el copolimero-1 o un péptido o polipéptido relacionado con copolimero-1 es un copolimero
seleccionado del grupo que comprende copolimeros aleatorios que comprenden un aminoacido seleccionado de
cada uno de, como minimo, tres de los siguientes grupos: (a) lisina y arginina; (b) acido glutamico y acido aspartico;
(c) alanina y glicina; y (d) tirosina y triptéfano. Los aminoéacidos pueden ser L- o D-aminoacidos o mezclas de los
mismos. La presente invenciéon contempla la utilizacién de copolimeros que contienen tanto D- como L-aminoacidos,
asi como copolimeros que comprenden esencialmente L-aminoacidos o D-aminoacidos.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el copolimero contiene cuatro aminoacidos diferentes, cada
uno de un grupo diferente de (a) a (d).

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente es copolimero-1, compuesto de una mezcla de
polipéptidos aleatorios que comprenden esencialmente los aminoacidos acido L-glutdmico (E), L-alanina (A),
L-tirosina (Y) y L-lisina (K) en una proporcién aproximada de 1,5:4,8:1:3,6, que tiene una carga eléctrica global neta
positiva y un peso molecular de, aproximadamente, 2 kDa a, aproximadamente, 40 kDa.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el Cop-1 tiene un peso molecular promedio de,
aproximadamente, 2 kDa a, aproximadamente, 20 kDa, mas preferentemente de, aproximadamente, 4,7 kDa a,
aproximadamente, 13 kDa, aln mas preferentemente de, aproximadamente, 4 kDa a, aproximadamente, 8,6 kDa,
de, aproximadamente, 5 kDa a 9 kDa, o de, aproximadamente, 6,25 kDa a 8,4 kDa. Tal como se da a conocer en el
presente documento, el Cop-1 tiene un peso molecular promedio de, aproximadamente, 13 kDa a,
aproximadamente, 20 kDa, mas preferentemente de, aproximadamente, 13,5 kDa a, aproximadamente, 18 kDa, con
un promedio de, aproximadamente, 15 kDa a, aproximadamente, 16 kDa, preferentemente de 16 kDa. Otros pesos
moleculares promedio para Cop-1, inferiores a 40 kDa, quedan también incluidos en la presente invencion. El
copolimero-1 de dicho intervalo de pesos moleculares se puede preparar por procedimientos conocidos en la
técnica, por ejemplo mediante los procedimientos descritos en la patente de EE.UU. No. 5.800.808, el contenido
completo de la cual se incorpora en su totalidad en el presente documento por referencia. El copolimero-1 puede ser
un polipéptido que comprende de, aproximadamente, 15 a, aproximadamente, 100, preferentemente de,
aproximadamente, 40 a, aproximadamente, 80, aminoacidos de longitud.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente es Cop-1 en forma de su sal de acetato conocida
con el nombre genérico de acetato de glatiramer o su nombre comercial Copaxone® (una marca comercial de Teva
Pharmaceutical Industries Ltd, Petach Tikva, Israel). Tal como se utiliza en la presente solicitud, los términos
"Cop-1", "copolimero-1", "acetato de glatiramer" y "GA" se utilizan indistintamente.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2605 154 T3

Tal como se da a conocer en el presente documento, el péptido relacionado con copolimero-1 es un copolimero
aleatorio de 4 aminoacidos en el que se hace una o mas de las siguientes sustituciones: acido aspartico por acido
glutamico, glicina por alanina, arginina por lisina y triptéfano por tirosina, que se espera que tenga la misma actividad
del copolimero.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el péptido o polipéptido relacionado con el Cop-1 es un
copolimero de tres aminoacidos diferentes, cada uno de un grupo diferente de tres grupos de los grupos (a) a (d).
Estos copolimeros se denominan en el presente documento como terpolimeros. En una realizacion, el terpolimero
contiene tirosina (Y), alanina (A) y lisina (K), designados en lo sucesivo como YAK, en el que la fraccion molar media
de los aminoacidos puede variar: Y, A y K pueden estar presentes en una fraccion molar de, aproximadamente,
0,05-0,250, 0,3-0,6; y 0,1-0,5, respectivamente, mas preferentemente, las relaciones molares de Y, A y K son,
aproximadamente, 0,10:0,54:0,35, respectivamente. Es posible sustituir la arginina por la lisina, la glicina por la
alanina y/o el triptéfano por la tirosina.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el terpolimero contiene tirosina (Y), acido glutamico (E) y lisina
(K), designados en lo sucesivo como YEK, en el que la fraccién molar media de los aminoacidos puede variar: E, Y y
K pueden estar presentes en una fraccion molar de, aproximadamente, 0,005-0,300, 0,005-0,250 y 0,3-0,7,
respectivamente. Mas preferentemente, las relaciones molares de E, Y y K son, aproximadamente, de
0,26:0,16:0,58, respectivamente. Es posible sustituir el acido aspartico por el acido glutamico, la arginina por la lisina
y/o el triptéfano por la tirosina.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el terpolimero contiene lisina (K), acido glutamico (E) y alanina
(A), designados en lo sucesivo como KEA, en el que la fraccién molar media de los aminoacidos puede variar: E, Ay
K pueden estar presentes en una fraccion molar de, aproximadamente, 0,005-0,300, 0,005-0,600 y 0,2-0,7,
respectivamente. Mas preferentemente, las relaciones molares de E, A y K son, aproximadamente, 0,15:0,48:0,36,
respectivamente. Es posible sustituir el acido aspartico por el acido glutamico, la glicina por alanina y/o la arginina
por la lisina.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el terpolimero contiene tirosina (Y), acido glutamico (E) y
alanina (A0, designados en lo sucesivo como YEA, en el que la fraccion molar media de los aminoacidos puede
variar: Y, E y A pueden estar presentes en una fraccion molar de, aproximadamente, 0,005-0,250, 0,005-0,300, y
0,005-0,800, respectivamente. Mas preferentemente, las relaciones molares de E, A e Y son, aproximadamente,
0,21:0,65:0,14, respectivamente. Es posible sustituir el triptéfano por la tirosina, el acido aspartico por el acido
glutamico y/o la glicina por la alanina.

El peso molecular promedio de los terpolimeros YAK, YEK, KEA y YEA puede variar entre, aproximadamente, 2 kDa
y 40 kDa, preferentemente entre, aproximadamente, 3 kDa y 35 kDa, mas preferentemente entre, aproximadamente,
5 kDay 25 kDa.

El copolimero-1 y los péptidos y polipéptidos relacionados se pueden preparar mediante procedimientos conocidos
en la técnica, por ejemplo, mediante el procedimiento dado a conocer en la patente de EE.UU. No. 3.849.550. El
peso molecular de los copolimeros se puede ajustar durante la sintesis de los polipéptidos o después de haber
preparado los copolimeros. Para ajustar el peso molecular durante la sintesis del polipéptido, se ajustan las
condiciones de sintesis o las cantidades de aminoacidos de manera que la sintesis se detiene cuando el polipéptido
alcanza la longitud aproximada que se desea. Después de la sintesis, los polipéptidos con el peso molecular
deseado se pueden obtener mediante cualquier procedimiento de seleccion de tamafio disponible, tal como la
cromatografia de los polipéptidos en una columna de distribucién de pesos moleculares o de gel y la recogida de los
intervalos de peso molecular deseados. Los copolimeros se pueden también hidrolizar parcialmente para eliminar
las especies de peso molecular elevado, por ejemplo, mediante hidrélisis acida o enzimatica, y posteriormente se
purifican para eliminar el acido o las enzimas.

Tal como se da a conocer en el presente documento, los copolimeros con un peso molecular deseado se pueden
preparar mediante un procedimiento que incluye la reaccion de un polipéptido protegido con acido bromhidrico para
formar un trifluoroacetil-polipéptido que tiene el perfil de peso molecular deseado. La reaccion se realiza durante un
tiempo y a una temperatura que esta predeterminada por una o mas reacciones de prueba. Durante la reaccion de
prueba, se varian el tiempo y la temperatura y se determina el intervalo de peso molecular de un lote dado de
polipéptidos de prueba. Las condiciones de prueba que proporcionan el intervalo 6ptimo de pesos moleculares para
ese lote de polipéptidos se utilizan para el lote. De este modo, se puede producir un trifluoroacetil-polipéptido que
tiene el perfil de peso molecular deseado mediante un procedimiento, que incluye hacer reaccionar el polipéptido
protegido con acido bromhidrico durante un tiempo y a una temperatura predeterminados por la reaccién de prueba.
El trifluoroacetil-polipéptido, con el perfil de peso molecular deseado, se trata después adicionalmente con una
solucién de piperidina acuosa para formar un polipéptido de baja toxicidad que tiene el peso molecular deseado. Tal
como se da a conocer en el presente documento, una muestra de prueba de polipéptido protegido de un lote dado
se hace reaccionar con acido bromhidrico durante, aproximadamente, 10 a 50 horas a una temperatura de
aproximadamente 20 a 28°C. Las mejores condiciones para ese lote se determinan mediante la ejecucion de varias
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reacciones de prueba. Por ejemplo, en una realizacion, el polipéptido protegido se hace reaccionar con acido
bromhidrico durante, aproximadamente, 17 horas a una temperatura de aproximadamente 26°C.

Dado que se conocen motivos de unién del Cop-1 a moléculas HLA-DR asociadas a MS (Fridkis-Hareli y otros,
1999), se pueden preparar facilmente polipéptidos derivados de Cop-1 con una secuencia definida y probar su union
a la ranura de union a péptidos de las moléculas de HLA-DR, tal como se describe en la publicacion de Fridkis-Hareli
y otros (1999). Ejemplos de estos péptidos son los dados a conocer en los documentos WO 00/05249 y WO
00/05250, e incluyen los péptidos de las SEQ ID NO. 1-32 siguientes.

SEQ ID NO: 1 AAAYAAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 2 AEKYAAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 3 AKEYAAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 4 AKKYAAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 5 AEAYAAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 6 KEAYAAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 7 AEEYAAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 8 AAEYAAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 9 EKAYAAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 10 AAKYEAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 11 AAKYAEAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 12 EAAYAAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 13 EKKYAAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 14 EAKYAAAAAAKAAAA
SEQ ID NO: 15 AEKYAAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 16 AKEYAAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 17 AKKYEAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 18 AKKYAEAAAAAAAA
SEQ ID NO: 19 AEAYKAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 20 KEAYAAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 21 AEEYKAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 22 AAEYKAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 23 EKAYAAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 24 AAKYEAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 25 AAKYAEAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 26 EKKYAAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 27 EAKYAAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 28 AEYAKAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 29 AEKAYAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 30 EKYAAAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 31 AYKAEAAAAAAAAAA
SEQ ID NO: 32 AKYAEAAAAAAAAAA

Se espera que estos péptidos de SEQ ID No.: 1-32 y otros péptidos similares derivados de Cop-1 tengan una
actividad similar a Cop-1. Estos péptidos, y otros péptidos similares, también se consideran dentro de la definicion
de péptidos o polipéptidos relacionados con Cop-1 y su utilizaciéon se incluye en la presente invencion, asi como
otros copolimeros de aminoécidos sintéticos, tales como los copolimeros aleatorios de cuatro aminoacidos descritos
por Fridkis-Hareli y otros, 2002 (como candidatos para el tratamiento de la esclerosis multiple), es decir, copolimeros
(14-, 35- y 50-meros) que contienen los aminoacidos fenilalanina, acido glutamico, alanina y lisina (poli FEAK), o
tirosina, fenilalanina, alanina y lisina (poli YFAK) y cualquier otro copolimero similar por descubrir que se pueda
considerar un antigeno universal, similar a Cop-1.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente que provoca que las células T que producen IL-4 se
acumulen en el ojo es IL-4, preferentemente IL-4 recombinante humano, que se puede administrar por via nasal.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente son células dendriticas activadas por IL-4, monocitos
activados por IL-4, células mieloides derivadas de médula 6sea activadas por la IL-4 o células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) activadas por IL-4. A este respecto, la IL-13 tiene el mismo efecto que la IL-4, ya que esta
bien establecido en el sector de las citocinas que la IL-4 y la IL-13 pueden utilizar un receptor comin y comparten
muchas acciones, tales como la activacion de las células B y la supresion de las células Th-1.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente son células mieloides derivadas de médula 6sea o
células mieloides derivadas de sangre periférica activadas con IL-13 o con un estrecho intervalo de concentracion de
IFN-y, mas preferentemente hasta 20 ng/ml de IFN-y.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente es un autoantigeno patégeno de mamifero asociado
con una enfermedad del ojo autoinmunitaria especifica mediada por células T, tal como, sin que constituyan
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limitacion, un antigeno patdégeno uveitogénico seleccionado entre proteina de unién a retinoide interfotorreceptor
(IRBP) de mamiferos, antigeno S (S-Ag) o rodopsina. El antigeno uveitogénico de mamifero es preferentemente una
IRBP humana (SEQ ID NO: 33) o una IRBP bovina (SEQ ID NO: 34), un S-Ag humano (SEQ ID NO: 35) o un S-Ag
bovino (SEQ ID NO: 36), o rodopsina humana (SEQ ID NO: 37).

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente es un péptido cuya secuencia esta comprendida
dentro de la secuencia de dicho autoantigeno patégeno; un péptido obtenido mediante la modificacién de dicho
péptido, modificacion que comprende la sustitucion de uno o mas residuos de aminoéacidos del péptido por diferentes
residuos de aminoéacidos (en lo sucesivo, "péptido modificado"), siendo aun dicho péptido modificado capaz de
reconocer el receptor de célula T reconocido por el péptido parental, pero con menos afinidad; o una secuencia
nucleotidica que codifica dicho autoantigeno patégeno, dicho péptido o dicho péptido modificado.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente es: (a) un péptido cuya secuencia esta comprendida
dentro de la secuencia de IRBP bovina (SEQ ID NO: 34); (b) un péptido modificado, tal como se ha definido
anteriormente, obtenido por modificaciéon del péptido de (a); o (c) una secuencia de nucleétidos que codifica IRPB
humana o bovina, un péptido de (a), o un péptido modificado de (b).

El péptido cuya secuencia esta comprendida dentro de la secuencia de IRBP bovina (SEQ ID NO: 34) puede ser el
péptido R16 (secuencia de 1177-1191 de IRBP), ADGSSWEGVGVVPDV (SEQ ID NO: 38); el péptido
PTARSVGAADGSSWEGVGVVPDV (SEQ ID NO: 39); o el péptido HYDDTDLYLTIPTARSVGAADGS (SEQ ID NO:
40).

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente es: (a) un péptido cuya secuencia esta comprendida
dentro de la secuencia de S-Ag bovina (SEQ ID NO: 36); (b) un péptido modificado, tal como se ha definido
anteriormente, obtenido por modificacién del péptido de (a); o (c) una secuencia de nucledtidos que codifica S-Ag
humana o bovina, un péptido de (a), o un péptido modificado de (b).

El péptido (a) cuya secuencia estd comprendida dentro de la secuencia de S-Ag bovina puede ser el péptido G-8
(secuencia 347-354 de S-Ag) de la secuencia TSSEVATE (SEQ ID NO: 41); el péptido M-8 (secuencia 307-314 de
S-Ag), DTNLASST (SEQ ID NO: 42, o los péptidos de las secuencias:

DTNLASSTIIKEGIDKTV (SEQ ID NO: 43);
VPLLANNRERRGIALDGKIKHE (SEQ ID NO: 44);
TSSEVATEVPFRLMHPQPED (SEQ ID NO: 45);
SLTKTLTLVPLLANNRERRG (SEQ ID NO: 46);
SLTRTLTLLPLLANNRERAG (SEQ ID NO: 47);
KEGIDKTVMGILVSYQIKVKL (SEQ ID NO: 48); y
KEGIDRTVLGILVSYQIKVKL (SEQ ID NO: 49).

El péptido modificado (c) derivado de S-Ag bovino puede ser el analogo de G-8, TSSEAATE (SEQ ID NO: 50) o el
analogo de M-8, DTALASST (SEQ ID NO: 51).

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente es una secuencia de nucleétidos que codifica un
autoantigeno patégeno asociado con una enfermedad autoinmunitaria mediada por células T especifica del ojo, o un
péptido o un péptido modificado derivado de la misma, tal como se ha definido en el presente documento.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente son células T activadas por copolimero-1, o por un
autoantigeno patdgeno asociado con una enfermedad autoinmunitaria mediada por células T especifica del ojo, un
péptido o un péptido modificado derivado del mismo, tal como se define en el presente documento.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente es cualquier combinacion de los agentes definidos
anteriormente.

Se da a conocer ademas la utilizacion de un agente seleccionado entre los agentes definidos en el presente
documento para el tratamiento de la degeneracién macular relacionada con la edad o para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de la degeneracion macular relacionada con la edad.

Cuando el agente son células activadas, tal como se ha descrito anteriormente, las células pueden ser
preferentemente aut6logas o pueden ser de un donante compatible y se administran preferentemente por via
intravenosa.

Tal como se da a conocer en el presente documento, el agente son células T activadas por copolimero-1, que se
pueden preparar cerca de la etapa de administracion o se pueden establecer bancos de células para almacenar
células T sensibilizadas con copolimero-1 para el tratamiento de individuos en un momento posterior, segin sea
necesario. Las células T autdlogas pueden obtenerse del individuo, y las células T alogénicas o semialogénicas se
pueden obtener a partir de un banco de células T almacenadas en el que estan presentes cada uno de los tipos mas
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comunes de MHC de clase Il. El paciente se trata preferentemente con sus células T autélogas almacenadas, pero
si las células T autélogas no estan disponibles, entonces se deben utilizar células que comparten una molécula de
MHC de tipo Il con el paciente, y se espera que estas sean operativas en ese paciente. Las células T se almacenan
preferentemente en un estado activado después de la exposicion a copolimero-1. Sin embargo, las células T
también se pueden almacenar en un estado de reposo y activarse con copolimero-1 una vez que se descongelan y
se preparan para su utilizacion.

Las lineas de células T se preparan de cualquiera de las maneras que son bien conocidas en la técnica.
Preferentemente, las lineas celulares del banco se criopreservan. Una vez que se descongelan las células, se
cultivan preferentemente antes de la inyeccién con el fin de eliminar las células no viables. Durante este cultivo, las
células T se pueden activar o reactivar utilizando el antigeno copolimero-1 tal como se utilizé en la activacion inicial.
De manera alternativa, la activacion puede lograrse mediante el cultivo en presencia de un mitégeno, tal como
fitohemaglutinina (PHA) o concanavalina A (preferentemente la primera). Esto dispondra a las células en un estado
de activacién ain mas elevado.

Las células mieloides derivadas de médula 6sea para su utilizacion en la presente invencion se pueden obtener de
sangre periférica 0 médula ésea autélogas o de donante, y procesarse por técnicas bien conocidas en la materia. El
donante debe ser compatible, en particular, un donante compatible en HLA. Una vez obtenidas, las células mieloides
pueden cultivarse hasta que se multiplican al nivel necesario para el trasplante en el paciente y posteriormente se
activan con la citocina (IL-4, IL-13 o IFN-y) durante el tiempo necesario para regular al alza la expresion de CD11c.
Por ejemplo, la activacién con un maximo de 20 ng/ml de IFN-y puede tardar 2-3 dias hasta que se alcanza el pico
de expresion CD11c.

En los ejemplos, se describen células de microglia CD11c’. La microglia son células inmunitarias del CNS que se
derivan de células mieloides progenitoras, que provienen de la médula ésea. Por lo tanto, la microglia son las células
residentes del CNS, mientras que las células mieloides derivadas de médula 6sea son las células infiltrantes.

Las composiciones/medicamentos farmacéuticos para su utilizacién segun la presente invencién pueden formularse
de manera convencional utilizando uno o] mas vehiculos o] excipientes aceptables
farmacéuticamente/fisiolégicamente, dependiendo del agente utilizado. El vehiculo o vehiculos deben ser
"aceptables" en el sentido de ser compatibles con los otros ingredientes de la composicion y no perjudiciales para el
receptor del mismo.

Los procedimientos de administracion dados a conocer en el presente documento y las dosis dependeran del agente
utilizado e incluyen, sin que constituyan limitacién, las rutas parenteral, por ejemplo, intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, subcutanea, mucosal, por ejemplo, oral, intranasal, bucal, vaginal, rectal o intraocular, intratecal,
tépica e intradérmica, con o sin adyuvante.

La administracién puede ser sistémica o local.

La dosificacion del agente a administrar sera determinada por el médico segun el agente, la edad del paciente y el
estadio de la enfermedad. Por ejemplo, para el Cop-1 la dosis se puede seleccionar de un intervalo de 1 a 80 mg,
preferentemente 20 mg, aunque cualquier otra dosificacion adecuada entra dentro del alcance de la presente
invencion. El tratamiento puede llevarse a cabo mediante la administracion de dosis repetidas a intervalos de tiempo
adecuados, segun la etapa de la enfermedad, la edad y estado del paciente. En una realizacién, el Cop-1 puede
administrarse diariamente. En otra realizacion preferente, la administracion puede hacerse segin un régimen
adecuado para la inmunizacioén, por ejemplo, al menos una vez a la semana, una vez al mes 0, como minimo, una
vez cada 2 o 3 meses, 0 menos frecuentemente, pero cualquier otro intervalo adecuado entre las inmunizaciones
esta previsto por la presente invencion segun el estado del paciente.

Cuando el agente son células modificadas genéticamente que producen IL-4, las células son preferentemente
células dendriticas (DC) derivadas de la médula 6ésea modificadas genéticamente que expresan IL-4, que se pueden
obtener como tal se describe en Morita y otros, 2001. Dado que las DC son APC especializadas que migran desde la
periferia a los tejidos linfoides, en los que activan y regulan las células T, la modificacién genética de las DC para
expresar citocinas inmunorreguladoras, tales como IL-4, proporciona una nueva estrategia inmunoterapéutica para el
tratamiento de la AMD y otras enfermedades.

La presente invencion se ilustrara a continuacion mediante los siguientes ejemplos no limitativos.

EJEMPLOS

Materiales y procedimientos

(i) Animales . Ratones recién nacidos (P0-P1), ratones C57B1/6J consanguineos machos adultos (8-10 semanas)
fueron suministrados por el Centro de Cria de Animales, Instituto de Ciencia Weizmann, Rehovot, Israel.
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(i) Cultivo de células progenitoras  neurales . Se obtuvieron secciones coronales (2 mm de espesor) de tejido que
contiene la zona subventricular del ventriculo lateral de los cerebros de ratones C57B1/6J adultos. El tejido se pico y
después se incub6 para la digestion a 37°C, 5% de CO, durante 45 min en solucion salina equilibrada de Earle que
contenia 0,94 mg/ml de papaina (Worthington, Lakewood, Nueva Jersey) y 0,18 mg/ml de L-cisteina y EDTA.
Después de centrifugacion a 110 x g durante 15 minutos a temperatura ambiente, el tejido se disocié
mecanicamente mediante trituracion con pipeta. Las células obtenidas a partir de suspensiones de célula Unica se
sembraron (3.500 células/cmz) en frascos de cultivo de tejidos Falcon de 75 cm? (BD Biosciences, San Diego,
California), en medio de cultivo de células madre/células progenitoras neurales (NPC) [medio de Eagles modificado
de Dulbecco (DMEM)/medio F12 (Gibco/lnvitrogen, Carlsbad, California) que contiene 2 mM de L-glutamina, 0,6%
de glucosa, 9,6 pg/ml de putrescina, 6,3 ng/ml de progesterona, 5,2 ng/ml de selenito de sodio, 0,02 mg/ml de
insulina, 0,1 mg/ml de transferrina, 2 pg/ml de heparina (todos de Sigma-Aldrich, Rehovot, Israel), factor 2 de
crecimiento fibroblastico (humano recombinante, 20 ng/ml), y factor de crecimiento epidérmico (humano
recombinante, 20 ng/ml; ambos de Peprotech, Rocky Hill, Nueva Jersey)]. Las esferas se pasaron cada 4-6 dias y se
volvieron a sembrar como células individuales. Se obtuvieron NPC que expresan proteina verde fluorescente (GFP)
tal como se ha descrito anteriormente (Pluchino y otros, 2003).

(iii) Cultivo microglial primario . Los cerebros de los ratones recién nacidos (P0-P1) C57B1/6J fueron despojados
de sus meninges y picados con tijeras bajo un microscopio de diseccién (Zeiss, Stemi DV4, Alemania) en medio
Leibovitz-15 (Biological Industries, Kibbutz Beit Ha-Emek, Israel). Después de la tripsinizacion (tripsina al 0,5%, 10
min, 37°C/5% de COy), se triturd el tejido. La suspensién de células se lavd en medio de cultivo para las células
gliales [DMEM suplementado con 10% de suero de ternera fetal (FCS; Sigma-Aldrich, Rehovot), L-glutamina (1 mM),
piruvato de sodio (1 mM), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 mg/ml)] y se cultivd a 37°C/5% de CO> en
frascos de cultivo de tejidos Falcon de 75 cm? (BD Biosciences) recubiertos con poli-D-lisina (PDL) (10 mg/ml;
Sigma-Aldrich, Rehovot) en tampén de borato (2,37 g bérax y 1,55 g de acido bérico en 500 ml de agua estéril, pH
8,4) durante 1 h, después se enjuagaron a fondo con agua estéril destilada en vidrio. La mitad del medio se cambio
después de 6 h en cultivo y cada 2° dia a partir de entonces, comenzando el 2° dia, durante un tiempo de cultivo
total de 10-14 dias. La microglia se extrajo fuera de los cultivos primarios de células gliales cerebrales (150 rpm,
37°C, 6 h) con rendimiento maximo entre los dias 10 y 14, se sembr6 (105 células/ml) en placas de 24 pocillos
pretratadas con PDL (1 ml/pocillo; Corning, Nueva York, Nueva York) y se cultivaron en medio de cultivo para
microglia [medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Rehovot) suplementado con 10% de FCS, L-glutamina (1 mM), piruvato
de sodio (1 mM), B-mercaptoetanol (50 mM), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 mg/ml)]. Se dejé que las
células se adhirieran a la superficie de un matraz de cultivo recubierto de PDL (30 min, 37°C/5% CO,) y las células
no adherentes se enjuagaron.

(iv) Inmunocitoquimica e inmunohistoquimica . Anticuerpos primarios:

Isolectina B4 de Bandeiraea simplicifolia (IB-4; 1:50; Sigma-Aldrich, Rehovot); anticuerpos de isoformas C-terminales
anti-B-tubulina (anti-Blll-T) de ratén (1:500; Chemicon, Temecula, California), anti-CD11b de rata (MAC1; 1:50; BD
Pharmingen, Franklin Lakes, Nueva Jersey), anti-CD11c de hamster (1:100; eBioscience, San Diego, California),
anticuerpos anti-MHC-II de rata (clon IBL-5/22; 1:50), anti-AB de ratén (residuos humanos de aminoacidos 1-17; clon
6E10; Chemicon), anti-BrdU de rata (1:200; Oxford Biotechnology, Kidlington, Oxfordshire, Reino Unido),
antidoblecortina de cabra (anti-DCX) (1:400; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California), proteina nuclear
antineuronal de ratén (NeuN; 1:200; Chemicon), anticuerpos anti-IGF-I de cabra (1:20; R&D Systems), anticuerpos
anti-TNF-a de cabra (1:100; R&D Systems), anticuerpos policlonales anti-CD3 de conejo (1:100; DakoCytomation,
California). Anticuerpos secundarios: anticuerpo anti-cabra conjugado con FITC de burro, anti-ratén conjugado con
Cy-3 de burro, y anti-rata conjugado con Cy-3 o Cy-5 de burro, anti-hamster conjugado con biotina y anticuerpo con
estreptavidina conjugado con Cy-3 o Cy-5 (todos de Jackson ImmunoResearch).

Se lavaron cubreobjetos de cultivos conjuntos de NPC y microglia de ratén con PBS, se fijaron tal como se ha
descrito anteriormente, se trataron con una solucién de permeabilizacién/bloqueo que contenia el 10% de FCS, el
2% de albimina de suero bovino, el 1% de glicina, y el 0,1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Rehovot) y se tifieron
con una combinacion de anticuerpos de isoformas C-terminales de anti-B-tubulina (anti-gll-T) de ratén (1:500;
Chemicon, Temecula, California), anti-CD11b de rata (MAC1; 1:50; BD-Pharmingen, Franklin Lakes, Nueva Jersey) y
anti-CD11c de hamster (1:100; eBioscience, San Diego, California). Para capturar la microglia se utilizé isolectina B4
de Bandeiraea simplicifolia conjugada con FITC o Cy3 (IB-4; 1:50; Sigma-Aldrich, Rehovot). Para detectar la
expresion de AB humano se utilizé anti-Ap (residuos de aminoacidos humanos 1-17) (ratén, clon 6E10; Chemicon).

Para la tincion de BrdU, las secciones se lavaron con PBS y se incubaron en HCI 2 N a 37°C durante 30 min. Las
secciones se bloguearon durante 1 h con solucién de bloqueo [PBS que contenia el 20% de suero normal de caballo
y 0,1% de Triton X-100, o PBS que contenia reactivo de bloqueo de inmunoglobulina de ratén obtenido de Vector
Laboratories (Burlingame, California)].

Para la inmunohistoquimica, las secciones de tejido se trataron con una solucién de permeabilizacién/bloqueo que

contenia el 10% de FCS, el 2% de albimina de suero bovino, el 1% de glicina, y el 0,05% de Triton X-100
(Sigma-Aldrich, St. Louis). Las secciones de tejido se tifieron durante la noche a 4°C con combinaciones especificas
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de los siguientes anticuerpos primarios: anti-BrdU de rata (1:200; Oxford Biotechnology, Kidlington, Oxfordshire,
Reino Unido), anti-doblecortina de cabra (anti-DCX) (1:400; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California), y la
proteina nuclear anti-neuronal de ratén (anti-NeuN) (1:200; Chemicon). Los anticuerpos secundarios fueron
anti-cabra conjugado con FITC de burro, anti-ratén conjugado con Cy-3 de burro, y anti-rata conjugado con Cy-3 o
Cy-5 de burro (1:200; Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pensilvania). Se utilizé IB-4 CD11b (MAC1; 1:50;
BD-Pharmingen) o conjugado con FITC para el etiquetado de la microglia. Se utilizaron anticuerpos anti-MHC-II
(rata, clon IBL 5/22; 1:50) para detectar la expresiéon de proteinas MHC-II de la superficie celular. Para detectar la
expresion de CD11c se utilizé anti-CD11c de hamster (1:100; eBioscience, San Diego, California). Se utilizé Anti-AB
(residuos humanos de aminoacidos 1-17) (raton, clon 6E10; Chemicon) para detectar la expresion de AR humano.
La expresion de IGF-I se detecté mediante anticuerpos anti-IGF-I de cabra (1:20; R&D Systems). La expresién de
TNF-a se detectdé mediante anticuerpos anti-TNFa de cabra (1:100; R&D Systems). Las células T se detectaron con
anticuerpos policlonales anti-CD3 (conejo, 1:100; DakoCytomation, California). Se utilizé yoduro de propidio (1 pg/mi;
Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, California), para la tincién nuclear.

Se utilizaron secciones de control (no tratadas con el anticuerpo primario) para distinguir la tincién especifica de la
tinciéon de anticuerpos no especificos o componentes autofluorescentes. A continuacion, las secciones se lavaron
con PBS y los cubreobjetos se cubrieron con alcohol de polivinilo con diazabiciclo-octano como agente protector de
la fluorescencia.

(v) Ratones transgénicos . Diecinueve ratones adultos doblemente transgénicos APPxsgsn, msesL + PS1aee de la cepa
B6C3-Tg (APPswe, PSENIAE9) 85Dbo/J (Borchelt y otros, 1997) fueron adquiridos del Laboratorio Jackson (Bar
Harbor, Maine) y se criaron y mantuvieron en el Centro de Cria de Animales del Instituto de Ciencia Weizmann.
Todos los animales se manipularon de acuerdo con las regulaciones formuladas por el Comité de Cuidado y
Utilizacion de Animales del Instituto Weizmann y todos los experimentos y los procedimientos fueron aprobados por
el Comité de Cuidado y Utilizaciéon de Animales del Instituto Weizmann.

(vi) Genotipado . Todos los ratones utilizados en este experimento se genotiparon para detectar la presencia de los
transgenes mediante PCR tal como se ha descrito previamente (Jankowsky y otros, 2004).

(vii) Reactivos . Se obtuvieron IFN-y e IL-4 recombinantes de raton de R&D Systems (Minneapolis, Minnesota). Se
adquirio el péptido amiloide B [fragmento 1-40 (ABi-40)] de Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri. El péptido AB se
disolvié en agua sin endotoxina, y se formaron los agregados AB por incubacién de A, tal como se ha descrito
(Butovsky y otros, 2005).

(viii) Vacunacion con copolimero-1 . Cada ratén se inyect6 por via subcutanea cinco veces con un total de 100 ug
de alto peso molecular (TV-5010 DS, del lote no. 486220205; Teva Pharmaceutical Industries, Petach Tikva, Israel)
emulsionados en 200 pl de PBS, desde el dia experimental O hasta el dia 24, dos veces durante la primera semana
y una vez por semana a partir de entonces.

(ix) Pruebas de comportamiento . Se evalu6 el aprendizaje/memoria espacial mediante el rendimiento en una tarea
de aprendizaje visual/espacial dependiente del hipocampo en el laberinto de agua de Morris (MWM) y se llevé a
cabo tal como se ha descrito (Lichtenwalner y otros, 2001).

(x) Administracion de la 5-bromo-2'-desoxiuridina y preparacion del tejido . Se disolvi6 el marcador de
proliferacién celular 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) mediante sonicacion en solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) y se inyect6 por via intraperitoneal (ip) en cada raton (50 mg/kg peso corporal; 1,25 mg de BrdU en 200 ul de
PBS). A partir del dia experimental 22 después de la primera vacunacién con Cop-1, se inyectd BrdU por via
intraperitoneal dos veces al dia, cada 12 h durante 2,5 dias, para marcar las células proliferantes. Tres semanas
después de la primera inyeccion de BrdU los ratones fueron profundamente anestesiados y se les practicé una
perfusién transcardiaca, primero con PBS y después con 4% de paraformaldehido. Se retir6 el cerebro completo, se
fij6 posteriormente durante la noche, y después se equilibr6 en sacarosa al 30% tamponada con fosfato. Se
recogieron secciones de 30 pm de flotacién libre en un micrétomo de congelacion (Leica SM2000R) y se
almacenaron a 4°C antes de la inmunohistoquimica.

(xi) Cultivo conjunto de células progenitoras neurales y microglia . Los cultivos de microglia tratados o no
tratados se lavaron dos veces con medio de diferenciacién de NPC fresco (igual que el medio de cultivo para los
NPC pero sin factores de crecimiento, a excepciéon de 0,02 mg/ml de insulina y con el 2,5% de FCS) para eliminar
todos los rastros de los reactivos ensayados, a continuacion se incubaron en hielo durante 15 min y se agitaron a
350 rpm durante 20 min a temperatura ambiente. La microglia se retir6 de los frascos y se cultivé de inmediato
conjuntamente (5 x 10* células/pocillo) con NPC (5 x 10" células/pocillo) durante 10 dias sobre cubreobjetos
revestidos con Matrigel® (BD Biosciences) en placas de 24 pocillos, en presencia de medio de diferenciacién de
NPC. Los cultivos se fijaron con paraformaldehido al 2,5% en PBS durante 30 min a temperatura ambiente y se
tiferon para los marcadores neuronales y gliales.
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(xii) Procedimiento de cuantificacién y recuento estereoldgico . Se utilizé un microscopio confocal de escaneo
laser Zeiss LSM 510 (aumento x40) para el analisis microscopico. Para los experimentos in vitro se analizaron
campos de 0,053 mm? (n= 8-16 de, como minimo, dos cubreobjetos diferentes) para cada grupo experimental. Para
cada marcador, se tomaron muestras de 500-1.000 células. Se contaron las células que coexpresan GFP y BIII-T.

Para los experimentos in vivo, se contaron los nimeros de placas AB y microglia CD11b* en el hipocampo a
intervalos de 300 um en 6-8 secciones coronales (30 um) de cada raton. La neurogénesis en el giro dentado se
evalud por recuento de neuronas premaduras (DCX"), células en proliferacion (BrdU") y neuronas maduras recién
formadas (BrdU'/NeuN") en seis secciones coronales (a 370 um de distancia) por cerebro de ratén. Para obtener
una estimacion del numero total de células marcadas por giro dentado, se multiplicé el numero total de células
contadas en secciones coronales seleccionadas de cada cerebro por el indice de volumen (la relacién entre el
volumen del giro dentado y el volumen total combinado de las secciones seleccionadas). La especificidad de la
expresién conjunta de BrdU*/NeuN" se analizé utilizando el microscopio confocal (LSM 510) en secciones 6pticas a
intervalos de 1 pm. La cuantificacion de células CD3*, CD11b" y CD11c" se analiz6 de 30-50 placas AB de cada
raton a ensayo en este estudio. Se evaluaron los recuentos de células, el nimero de placas AR, las areas de placa 'y
la intensidad de la tincion de NeuN por unidad de superficie en el giro dentado de forma automatica utilizando el
software Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Carlsbad, California).

(xiii) Andlisis estadistico . Las puntuaciones de comportamiento MWM se analizaron mediante ANOVA de 3 vias.
El grupo de tratamiento y el bloque de ensayo se utilizaron como fuentes de variacién para evaluar la significacion
de las diferencias entre las puntuaciones promedio durante blogues de ensayo de adquisicion en el MWM. Cuando
el valor P obtenido fue significativo, se llevd a cabo el test de comparaciones multiples de la diferencia significativa
minima de Fisher (LSD) para para determinar qué grupos fueron significativamente diferentes.

Los resultados in vitro se analizaron por la prueba t de Student de dos extremos para datos independientes y por el
test de Tukey-Kramer de comparaciones multiples (ANOVA) y se expresan como medias + EEM. Los resultados in
vivo se analizaron por la prueba t de Student de dos extremos para datos independientes o ANOVA de 1 via y se
expresan como medias + EEM.

Ejemplo 1. El amiloide agregado B induce a la microglia a expresar un fenotipo que bloquea la neurogénesis
y el bloqueo es contrarrestado por IL-4

Los descubrimientos anteriores in vitro de nuestro laboratorio han sugerido que la microglia que se encuentra en
asociacion con enfermedades inflamatorias y neurodegenerativas (por ejemplo, microglia activada por LPS o
agregado AB1-40) tiene un deterioro en la capacidad para presentar antigenos, mientras que la microglia activada
por IL-4, que ha demostrado estar asociada con la supervivencia del tejido neural, expresa MHC-II, produce IGF-l y
disminuye la expresion de TNF-a (Butovsky y otros, 2005). En el presente documento examinamos en primer lugar
si la microglia activada por Af bloguea la neurogénesis vy, si es asi, si las citocinas derivadas de células T pueden
contrarrestar el efecto inhibidor. Para este fin, cultivamos conjuntamente células madre/progenitoras neurales (NPC)
que expresan proteina verde fluorescente (GFP) con microglia que habia sido preincubada durante 48 h en su
medio de crecimiento 6ptimo (Butovsky y otros, 2005) en presencia o ausencia del péptido agregado AR 1-40
(AB(-40; 5 M) y, posteriormente, tratada durante 48 h adicionales con IFN-y (10 ng/ml) o IL-4 (10 ng/ml) o IL-4 junto
con IFN-y(10 ng/ml). La eleccion de APB-40 en lugar de APa42 Y Su concentracion se basan en nuestra
demostracion anterior de que este compuesto induce la actividad citotéxica en microglia (Butovsky y otros, 2005). A
continuacién, se lavaron los medios de cultivo y residuos de citocinas de la microglia cultivada conjuntamente, y
cada una de las preparaciones microgliales tratadas se cultivd conjuntamente con esferas NPC derivadas de la zona
subventricular disociada de adultos (Butovsky y otros, 2006a) sobre cubreobjetos recubiertos con Matrigel® en
presencia de medio de diferenciacion (Butovsky y otros, 2006a) (figura 1A ). La expresion de GFP por parte de las
NPC confirmé que todas las neuronas diferenciadas en los cultivos procedian de las NPC y no de la contaminacion
del cultivo microglial primario. Después de 10 dias, pudimos distinguir algunas NPC positivas a GFP que expresan el
marcador neuronal BllII-T en cultivos sin microglia (control). En cultivos conjuntos de NPC con microglia activada
previamente por incubacion con IFN-y (10 ng/ml; MGrn.)) Se observo un aumento considerable en el nimero de
células GFP*/BII-T*. Por el contrario, la microglia activada por AB.ao) (MGag 1-40)) bloqued la neurogénesis y
disminuyé el nimero de NPC. La adicién de IFN-y a la microglia activada por AB (MGagp1-401Fn-y), NO fue capaz de
revertir su efecto negativo sobre la neurogénesis. En contraste, la adicion de IL-4 (10 ng/ml) a microglia tratada
previamente con agregado AB-a0 (MGap1-401L-4)) contrarrestd parcialmente el efecto adverso del agregado AB en la
supervivencia y la diferenciacion de las NPC, con el resultado de que esta microglia pudo inducir a las NPC a
diferenciarse en neuronas. Sin embargo, cuando se afiadio IFN-yen combinacion con IL-4 (MGag1-40/1FN-v+iL-4)), SU
efecto para contrarrestar la actividad negativa de la microglia activada por AB en la supervivencia y la diferenciacion
de las NPC era mas fuerte que el efecto de IL-4 por si solo (figura 1B ). Hemos comprobado que en todos los casos
las células BlII-T* también expresan GFP (figura 1C ). Este descubrimiento es particularmente interesante en vista de
nuestra demostracion anterior de que el orden en el que los estimulos amenazantes se presentan a la microglia
afecta criticamente a la capacidad de estas células para soportarlos (Butovsky y otros, 2005). El analisis cuantitativo
presentado en la figura 1D resume los datos mostrados en la figura 1B y, ademas, muestra que la diferenciacién en
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presencia de microglia no tratada s6lo se produjo en una pequefia medida. En particular, no se observaron células
BlI-T* en microglia cultivada sin NPC (Butovsky y otros, 2006a).

Ejemplo 2. La vacunacidon basada en células T con copolimero-1 modula la actividad inmunitaria de la
microglia, elimina la formacion de placa amiloide B e induce la neurogénesis.

Los resultados anteriores nos llevaron a examinar si una vacunacion basada en células T alteraria el fenotipo
microglial por defecto en la enfermedad de Alzheimer y, por lo tanto, daria lugar a la eliminacion de placa y la
neurogénesis. El antigeno que elegimos para la vacunacion fue Cop-1 (Teitelbaum y otros, 1996), que nosotros
mostramos que presentaba débilmente reaccién cruzada con una amplia variedad de autoantigenos del CNS y, en
funciéon del régimen, era neuroprotector en condiciones de neurodegeneracion tanto aguda como crénica (Kipnis y
otros, 2000; Schori y otros, 2001; Angelov y otros, 2003). Examinamos el efecto de Cop-1 en ratones Tg-AD
afectados por un deterioro de aprendizaje/memoria y una acumulacién de placas agregadas AP depositadas
principalmente en la corteza y el hipocampo, los dos rasgos caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer familiar
de aparicién temprana (Borchelt y otros, 1997). El régimen de administracion de Cop-1 fue similar al utilizado para
suscitar la neuroprotecciéon en un modelo de elevacion cronica de la presion intraoculada (Bakalash y otros, 2005).

Verificamos la presencia de ambos transgenes en cada ratdon mediante amplificacion por PCR del ADN genémico. A
continuacion, ratones Tg-AD de, aproximadamente, 8 meses de edad se vacunaron por via subcutanea con Cop-1
(n = 6), dos veces durante la primera semana y una vez a la semana a partir de entonces. Ratones Tg-AD no
tratados (n = 7) y compafieros de camada sin Tg emparejados por edad (n = 6) sirvieron, respectivamente, como
controles Tg no tratados y de tipo salvaje. Siete semanas después de la primera inyeccion de Cop-1 todos los
ratones fueron sacrificados y analizados. La tincion de criosecciones de cerebro de los ratones Tg-AD con
anticuerpos especificos a humano revelé numerosas placas en los ratones Tg-AD no tratados, pero muy pocas en
los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 (figura 2A ). No se observaron placas en sus respectivos compafieros de
camada sin Tg (figura 2A).

Los resultados anteriores, junto con los descubrimientos in vitro, nos llevaron a buscar cambios en las caracteristicas
de la microglia en los ratones Tg-AD vacunados. Se encontr6 que las placas en los ratones Tg-AD no tratados
estaban asociadas con la aparicion abundante de microglia CD11b" (figura 2A y figura 2B ) que expresa TNF-a
(figura 2C ). Menos microglia CD11b" fue detectable en los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 (figura 2A ). Es
importante tener en cuenta que la microglia CD11b" en los ratones Tg-AD no tratados mostré relativamente pocos
procesos ramificados (figura 2C). La tincion con anticuerpos anti-MHC-II revel6 que en los ratones Tg-AD
vacunados con Cop-1 la mayor parte de la microglia adyacente a las placas AP residuales expresaban MHC-II, y
casi ninguno de ellos expres6 TNF-a (figura 2D ), mientras que en los ratones Tg-AD no tratados casi ninguna
microglia expresaba MHC-II (figura 2E), lo que sugiere que su capacidad de actuar como APC es limitada. Todas
las células MHC-II" se etiquetaron conjuntamente con IB-4 (datos no mostrados), verificando su identificacién como
microglia. La morfologia de tipo dendritica (figura 2D ) de la microglia MHC-II" que se observaba en los ratones
Tg-AD vacunados con Cop-1 nos animé a examinar si expresaban el marcador caracteristico de las células
dendriticas, es decir, CD11c. S6lo en raras ocasiones se habia encontrado microglia CD11c" en ratones Tg-AD no
tratados en asociacién con placas AB*, mientras que las placas AP residuales tefiidas observadas en los ratones
vacunados con Cop-1 estaban rodeadas por microglia MHC-II'/CD11c" (figura 2E). Cabe destacar que esta
microglia CD11c” también se tifi6 positivamente para CD11b (figura 3A ); ademas, estaba cargada de AB, indicativo
de su atrapamiento en este péptido (figura 2E). El andlisis cuantitativo reveld que el nimero de células CD11b*
asociadas con placas AB disminuyé significativamente en los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 (figura 3B ) y
que, como resultado de la vacunacion, el 87% del CD11b" se convirtié en células CD11b*/CD11c" en relacion al
25% en los ratones Tg-AD no tratados (figura 3C ).

En vista de nuestro reciente descubrimiento de que la microglia MHC-II" (que esta activada por IL-4) expresa
abundantemente IGF-1 (Butovsky y otros, 2005; Butovsky y otros, 2006a; b), hemos examinado la expresion de IGF-I
en los ratones Tg-AD vacunados. De hecho, se descubrié que la microglia MHC-II" en estos ratones expresaba
IGF-I (figura 2F ). La tincién para detectar la presencia de células T, identificadas por anticuerpos anti-CD3, reveld
gue, a diferencia de los ratones Tg-AD no tratados, en los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 habia numerosas
células T asociadas con placas AP (figura 2G ). Por otra parte, se descubrié que la mayoria de las células T en los
ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 se encontraban cerca de microglia MHC-II". Cualquier inmunoreactividad a AR
detectada en aquellos ratones parece estar asociada con la microglia MHC-II*, lo que sugiere la presencia de una
sinapsis inmunitaria entre esta microglia y las células T CD3" (figura 2H). El andlisis cuantitativo confirmé la
presencia de una cantidad significativamente menor de placas en los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 que en
los ratones Tg-AD no tratados (figura 2I), y demostré que el area ocupada por las placas fue significativamente
menor en los ratones Tg-AD vacunados que en sus homologos no tratados de edad similar (figura 2J ). Ademas, se
observé significativamente menos microglia CD11b" (figura 2K ) y significativamente mas células T asociadas con
placas AR en los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 que en los correspondientes grupos de ratones Tg-AD no
tratados (figura 2L ).
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Sobre la base de nuestros resultados anteriores, sospechamos que el cambio de un fenotipo microglial
CD11b*/CD11c/IGF-1" a uno CD11b'/CD11c’/IGF-I" en los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 podria ser
atribuible a la IL-4. Examinamos esta posibilidad in vitro. La tincidon de cultivos de microglia de 5 dias con el
marcador de CD1lc mostr6 que CD11lc no se expres6 en absoluto en la no tratada, pero se expresé
abundantemente en microglia activada por IL-4 (figura 4A ). Por otra parte, la IL-4, aunque sélo se afadiera 3 dias
después de que la microglia se expusiera a AR, fue capaz de inducir la expresién de CD11c (figura 4B ). La
activacion diferencial de la microglia también se reflejo en diferencias morfoldgicas: la microglia activada por AB
exhibié una morfologia ameboide, mientras que la forma redondeada de la microglia CD11C" recordaba a las células
dendriticas (figura 4B ). Lo mas importante, la morfologia ameboide de la microglia AB tefiida fue reversible con la
adicién de IL-4, cuando de nuevo tomo la apariencia morfolégica de las células de tipo dendriticas (figura 4B ). Los
diversos tratamientos aplicados a la microglia no afectaron a su expresion de CD11b, lo que sugiere que no pierden
sus caracteristicas CD11b cuando toman la expresion de CD11c (figura 4B ). El andlisis cuantitativo de la expresion
de CDl11c, evaluada mediante el nimero de células CD11c" y la intensidad de su coloracién como una funcién del
tiempo en cultivo, reveld que pronto después de la siembra (dia 0) la microglia no tratada expresé niveles bajos de
CD11c, que desaparecieron gradualmente (figura 4C ). En contraste, la expresion de CD11c inducida por IL-4 no fue
transitoria. La cuantificacion de la capacidad de la IL-4 para inducir la expresion de CD11c incluso después de que la
microglia se tratara previamente con AB se muestra en la figura 4D .

La correlacion entre el fenotipo que se encontré que estaba inducido por la vacunacién con Cop-1 vy el efecto de IL-4
en microglia in vitro nos llevé a examinar la capacidad de la microglia activada por IL-4 para fagocitar agregado
AB1-40). La comparacion cuantitativa (por tincion intracelular) de A inmunorreactivo engullido por microglia tratada y
no tratada con IL-4 indica que IL-4 no interfiere con la capacidad de microglia para engullir AR (figura 5).

Los efectos de la IL-4 sobre la expresion de CD11c, MHC-II, y TNF-a observados nos llevé a examinar si los ratones
Tg-AD vacunados con Cop-1 mostrarian una mayor neurogénesis in vivo. Tres semanas antes de la escision de
tejido, todos los ratones habian sido inyectados con el marcador BrdU de células en proliferacién, haciendo posible
la deteccion de nuevas neuronas. El analisis cuantitativo de secciones adicionales de las mismas areas del giro
dentado del hipocampo revelé6 un nimero significativamente mayor de células BrdU" en los ratones Tg-AD
vacunados con Cop-1 (figura 6A ) que en sus homologos Tg no tratados. Ademas, en comparacion con el numero
de neuronas maduras recién formadas (BrdU'/NeuN") en sus respectivos compafieros de camada no Tg, los
nameros fueron significativamente inferiores en el grupo Tg-AD no tratado, pero fueron similares en el grupo Tg-AD
vacunado con Cop-1; lo que indica que la capacidad de neurogénesis habia sido, como minimo, parcialmente
restaurada mediante la vacunacién con Cop-1 (figura 6B). El andlisis de secciones correspondientes para DCX, un
marcador Util para analizar el nimero absoluto de neuronas premaduras recién generadas en el giro dentado adulto
(Rao y otros, 2004), revelé que, en relacidon con compafieros de camada no Tg, hubo significativamente menos
células DCX" en el giro dentado de ratones Tg-AD no tratados, y ligera pero significativamente méas en el giro
dentado de los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 (figura 6C ). Las micrografias confocales ilustran las diferencias
en el nimero de células BrdU'/NeuN*, y en el nimero de células DCX" y sus procesos dendriticos, entre
compafieros de camada no Tg, los ratones Tg-AD no tratados y los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 (figura
6D). Los resultados mostraron que la neurogénesis era de hecho significativamente mas abundante en los ratones
Tg-AD vacunados con Cop-1 que en los ratones Tg-AD no tratados. Curiosamente, sin embargo, tanto en ratones
Tg-AD no tratados como en los vacunados con Cop-1, los procesos de las neuronas tefiidas con DCX en la zona
subgranular del giro dentado eran cortos, excepto en los de los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1, en los que las
células DCX" se encontraban adyacentes a la microglia MHC-II" (figura 6E).

Discusién

Mostramos en el presente documento que la vacunacion de los ratones Tg-AD con Cop-1 redujo la formacion de
placas y atenud el deterioro cognitivo. El marcaje de microglia activada con anticuerpos anti-CD11b revel6 que la
tincion fue intensa en los ratones Tg-AD no tratados y significativamente menos intensa en los ratones Tg-AD
vacunados con Cop-1 emparejados por edad. La disminucién en el nimero de microglia CD11b" en ratones
vacunados con Cop-1 podria ser el resultado de una reduccién de placas AR, cuya deposicion en el cerebro habia
conducido inicialmente a la activacion de la microglia.

El papel de la microglia en la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas se ha investigado
intensamente durante los Ultimos afios, con resultados aparentemente contradictorios (Streit, 2004). La deteccion de
cierta cantidad de microglia CD11b" en ratones mayores de tipo salvaje sanos es coherente con el aumento
relacionado con la edad descrito en la microglia activada en el cerebro humano normal (Streit, 2004). Es posible que
esta microglia sea la que contribuye tanto a la pérdida cognitiva relacionada con la edad como a la neurogénesis
deteriorada (Monje y otros, 2003). Se ha encontrado también CD11b en pacientes con enfermedad de Alzheimer
(Akiyama y McGeer, 1990). Aunque esta microglia es fagocitica (Frenkel y otros, 2005), al parecer no es lo
suficientemente eficiente para combatir los sintomas de la enfermedad de Alzheimer. Por el contrario, y en la linea
de nuestro estudio, la microglia derivada de médula 6sea de ratones de tipo salvaje emparejados puede eliminar
eficazmente las placas (Simard y otros, 2006). Esta microglia expresa niveles mas elevados de proteina que los que
son necesarios para la presentacion del antigeno y, por lo tanto, podrian ser fagocitos mas eficaces que la microglia
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residente. Sobre la base de nuestros resultados actuales, sugerimos que la microglia, que es necesaria para apoyar
el mantenimiento del cerebro y luchar contra la enfermedad de Alzheimer, son células de tipo dendritico
(CD11b*/CD11c"). La microglia CD11c’ podria entablar un didlogo con las células T que puede ayudar a combatir
las condiciones adversas mediante la promocién de la amortiguacion del exceso de AB y el apoyo tanto a la
supervivencia neuronal (Butovsky y otros, 2005) como a la renovacion neural (Butovsky y otros, 2006b). En vista de
nuestra anterior conclusién de que la IL-4, pero no el IFN-y, puede alterar el fenotipo de una microglia comprometida
con AP (Butovsky y otros, 2005), parece probable que la microglia MHC-II" que se encontraba adyacente a las
placas AR en el presente estudio se activara por la IL-4. Esta probabilidad se ve apoyada por dos de los
descubrimientos in vitro del presente estudio: en primer lugar, que la obstruccion de la neurogénesis inducida por AR
fue parcialmente contrarrestada por la IL-4, ya sea sola o en combinacion con el IFN-y, pero no por el IFN-y solo; y
en segundo lugar, que la microglia MHC-II"/CD11c" que se ve en las proximidades de las placas Ap residuales en
los ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 también expresé IGF-l. Tomados en conjunto, estos descubrimientos
refuerzan el argumento de que los términos "beneficiosa" y "perjudicial’ no se pueden aplicar de manera
generalizada a la actividad microglial (Schwartz y otros, 2006).

La IL-4 ha sido descrita a menudo como una citocina antiinflamatoria (Chao y otros, 1993). Nuestros resultados
apuntan fuertemente en contra de esta percepcion y sugieren que, en cambio, la IL-4 activa la microglia para
adoptar un fenotipo que parece adquirir una morfologia diferente y una actividad diferente de las de la microglia
innata activada o de la microglia activada observada de forma habitual en la enfermedad de Alzheimer o en la MS.
En esta ultima enfermedad, a diferencia de la enfermedad de Alzheimer, la microglia parece estar sobrepasada por
una avalancha de inmunidad adaptativa (Butovsky y otros, 2006a). Curiosamente, parece que la IL-4 es capaz de
restaurar un fenotipo activado favorable, incluso después de que la microglia ya haya expuesto caracteristicas
fenotipicas de agregados AR ((Butovsky y otros, 2005), y el presente estudio) o haya sido sobrepasada por IFN-y
(Butovsky y otros, 2006a). Otro descubrimiento interesante es que los LPS y AB muestran patrones similares de
activacion de MAPK en la microglia (Pyo y otros, 1998). La IL-4 puede atenuar una via MAPK activada por LPS, un
efecto evidentemente asociado con la actividad de la fosfatasa de serina/treonina (Iribarren y otros, 2003). Este
ultimo fenémeno podria de hecho servir como un mecanismo molecular subyacente al presente descubrimiento de
que la IL-4 atenta el efecto perjudicial de la microglia activada por AB. En consecuencia, sugerimos que la actividad
de la IL-4 no debe ser considerada como antiinflamatoria, sino como inmunomoduladora.

Basandonos en los descubrimientos in vitro en relacién con el efecto de la IL-4 en el fenotipo microglial y la
capacidad del régimen elegido en el presente estudio para suscitar una respuesta de células T con un sesgo de IL-4,
sugerimos que el efecto beneficioso observado de la vacunacion con Cop-1 en los ratones Tg-AD en este estudio
fue el resultado del efecto suscitado de las células T en su fenotipo microglial.

Ejemplo 3. La vacunacién con copolimero-1 contrarresta el deterioro cognitivo en la enfermedad de
Alzheimer .

Dos semanas antes del final del experimento, se evalud la actividad cognitiva de todos los ratones en un laberinto de
agua de Morris (MWM), tal como se refleja por su rendimiento en una tarea de aprendizaje/memoria espacial
dependiente del hipocampo. El rendimiento MWM de los ratones Tg-AD no tratados fue significativamente peor, en
promedio, que el de sus comparfieros de camada no Tg emparejados por edad (figuras 7A-7B ). Sin embargo, el
rendimiento de ratones Tg-AD vacunados con Cop-1 fue superior al de los ratones Tg-AD no tratados y no difirid
significativamente del de los ratones no Tg-AD, lo que sugiere que la vacunacion con Cop-1 habia impedido una
mayor pérdida cognitiva. Las diferencias en el rendimiento cognitivo se manifiestan tanto en la adquisicion (figura
7A) como en las tareas de inversion (figura 7B ).

Los ratones vacunados en este estudio mostraron una pérdida cognitiva atenuada (evaluada en un laberinto de agua
de Morris) y un aumento de la neurogénesis. Estos dos aspectos de la plasticidad del hipocampo estan
aparentemente relacionados con la presencia de IGF-I y la actividad cognitiva y la renovacién celular (Butovsky y
otros, 2006a; b). Las observaciones documentadas en los ratones Tg-AD alojados en un ambiente enriquecido
sostienen también un vinculo entre los mecanismos asociados con la neurogénesis (Ziv y otros, 2006) y con la
reduccion de la placa (Lazarov y otros, 2005).

Debido a que, evidentemente, el agregado A interfiere con la capacidad de la microglia para entablar un dialogo
con las células T, se puede prever que su presencia en el cerebro provocara la pérdida de la capacidad cognitiva y
el deterioro de la neurogénesis. En estos casos, la migracion de las células T autorreactivas del CNS al sitio de la
enfermedad o el dafio es critica, pero soélo sera eficaz si esas células T pueden neutralizar la actividad destructiva
del agregado AB. Tal como se muestra en el presente documento, el IFN-ypor si solo es impotente frente a la
actividad de la microglia que ya estd comprometida con un fenotipo agregado A, pero es eficaz cuando se afiade
junto con la IL-4. De este modo, los resultados de este estudio sugieren fuertemente que la existencia de la
neurogénesis en el hipocampo adulto depende de una actividad inmunitaria local bien controlada asociada con la
produccién microglial de factores de crecimiento tales como el IGF-1 y el BDNF (Ziv y otros, 2006). En linea con esta
idea esta el descubrimiento descrito de que la neurogénesis se ve afectada en los animales tratados con LPS (Monje
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y otros, 2003), han mostrado su capacidad de dificultar la produccion microglial del IGF-I e inducir la secrecion
microglial de TNF-a (Butovsky y otros, 2005).

Ejemplo 4. Células mieloides activadas por IFN- y y sus aplicaciones para la promocion de la reparacion de
tejidos, la deteccion de un tejido dafiado y la administracion de farmacos al mismo

Hemos demostrado que, cuando se afiadié IFN-y en combinacién con IL-4, su efecto para contrarrestar la actividad
negativa de la microglia activada por AB en la supervivencia y la diferenciacion de NPC era mas fuerte que el efecto
de la IL-4 por si sola (figura 1B ). Sin embargo, nuestros datos demuestran que el IFN-y solo, de manera similar a la
IL-4 pero de forma transitoria, induce CD11c si las células se tratan con IFN-yen un estrecho intervalo de
concentraciones de hasta 20 ng/ml, induce neuroproteccién (Butovsky y otros, 2005) y puede apoyar la
neurogénesis de células madre/progenitoras neurales (Butovsky y otros, 2006b). La CD11lc se regula al alza y
alcanza el pico 2-3 dias después de la activacién por el IFN-y en la microglia (figuras 8A-8D ) o en células mieloides
derivadas de médula 6sea (datos no mostrados). De este modo, la regulacién al alza de CD11c en células mieloides
derivadas de médula 6sea por IFN-y permitird que las células alcancen los sitios lesionados e induzcan el efecto
beneficioso.

Ejemplo 5. Vacunacion semanal con Copaxone como terapia potencial para la degeneracion macular seca
relacionada con la edad

Los resultados de los ejemplos anteriores mostraron que la vacunacion de ratones Tg-AD con Cop-1, en un régimen
que se ha determinado previamente que da lugar a neuroproteccién, dio como resultado un cambio en el fenotipo
microglial de CD11b* a CD11b*/CD11c", y que esto se correlacioné con la eliminacion de placas, la neurogénesis y
la pérdida cognitiva atenuada. El efecto beneficioso se atribuyé a un cambio de fenotipo de la microglia infiltrante,
asi como a la captacion de monocitos de transmision sanguinea.

Sobre la base de estos resultados y de las muchas caracteristicas comunes entre la enfermedad de Alzheimer y la
AMD, planteamos la hipdtesis de que en la AMD, de forma similar a la enfermedad de Alzheimer, el tratamiento
semanal con Cop-1 daria lugar probablemente a la eliminacién de las drusas y esto, posteriormente, podia frenar la
progresion de la AMD seca a himeda. Debe hacerse hincapié en que el Cop-1 administrado en diferentes
regimenes da como resultado diferentes terapias; el tratamiento diario no tiene efectos beneficiosos en paradigmas
de enfermedades neurodegenerativas, pero es eficaz en la supresion de enfermedades inflamatorias en pacientes,
tal como la esclerosis multiple. Por lo tanto, decidimos iniciar un ensayo clinico con pacientes con AMD en un
protocolo de administracion semanal.

El destino natural de las drusas en nuestra poblacion de pacientes fue examinado por analisis de fotografias del
fondo de ojo de los pacientes con AMD seca no inscritos y no tratados. Estos pacientes conformaron un grupo de
observacion.

El efecto del Cop-1 (Copaxone®, Teva) en las drusas se examind durante un estudio comparativo, prospectivo,
piloto, aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo. Se inscribieron pacientes mayores de 50 afios de edad
con AMD seca intermedia en ambos 0jos.

Los pacientes reclutados fueron tratados al azar (relacion de 2 a 1) ya sea con inyecciones subcutaneas de
Copaxone (20 mg) o con inyecciones de placebo semanalmente durante un periodo de 12 semanas. Se realiz6 un
examen ocular completo, junto con la fotografia del fondo, al inicio, y en visitas a las 6 y a las 12 semanas. El
resultado primario fue el cambio en el area total de drusas y se calculd utilizando el software Image-Pro. El andlisis
de los pacientes del grupo de observacion (17 ojos) mostro un incremento del 25,2% del area total de drusas.

A las 12 semanas, 8 ojos tratados con Copaxone mostraron una reduccién de la superficie total de drusas respecto
al valor basal del 53,6% (intervalo, 5-89%). Dos ojos que recibieron inyecciones de placebo, mostraron un descenso
del 0,6% de la superficie total de drusas.

Por lo tanto, este estudio muestra un efecto beneficioso potencial del Copaxone para el tratamiento de la AMD.
Debido al limitado niumero de los pacientes que participaron, no se puede extraer ninguna conclusion estadistica
significativa. Sin embargo, los resultados justifican y alientan el extender y continuar este estudio para combatir las
drusas. A la luz de los mecanismos subyacentes del tratamiento semanal con Copaxone en modelos animales de
enfermedades neurodegenerativas, su efecto sobre la AMD podria ir méas alla de la eliminacion de las drusas en la
proteccion de las neuronas y la promocion de la reparacion.
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690 695 700

Pro Gly Glu Leu val val Glu Glu Ala Pro Pro Pro Pro Pro Ala val
705 710 715 720

Pro Ser Pro Glu Glu Leu Thr Tyr Leu Ile Glu Ala Leu Phe Lys Thr
725 730 735
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Glu val Leu pPro Gly GIn Leu Gly Tyr Leu Arg Phe Asp Ala Met Ala
740 745 750

Glu Leu Glu Thr val Lys Ala Val Gly Pro GIn Leu Val Arg Leu val
755 760 765

Trp GIn Gln Leu val Asp Thr Ala Ala Leu val Ile Asp Leu Arg Tyr
770 775 780

Asn Pro Gly Ser Tyr Ser Thr Ala Ile Pro Leu Leu Cys Ser Tyr Phe
785 790 795 800

Phe Glu Ala Glu Pro Arg GIn His Leu Tyr Ser val Phe Asp Arg Ala
805 810 81

Thr Ser Lys val Thr 6¢lu val Trp Thr Leu Pro GIn val Ala Gly Gln
820 825 830

Arg Tyr Gly Ser His Lys Asp Leu Tyr Ile Leu Met Ser His Thr Ser
835 840 845

Gly ser Ala Ala Glu Ala Phe Ala His Thr Met Gln Asp Leu GIn Arg
850 855 860

Ala Thr val Ile Gly Glu Pro Thr Ala Gly Gly Ala Leu Ser val Gly
865 870 875 880

Ile Tyr GIn val Gly Ser Ser Pro Leu Tyr Ala Ser Met Pro Thr Gln
885 890 895

Met Ala Met Ser Ala Thr Thr Gly Lys Ala Trp Asp Leu Ala Gly val
900 905 910

Glu pro Asp Ile Thr val Pro Met Ser Glu Ala Leu Ser Ile Ala Gln
915 920 925

Asp Ile val Ala Leu Arg Ala Lys val Pro Thr val Leu GIn Thr Ala
930 935 940

Gly Lys Leu val Ala Asp Asn Tyr Ala Ser Ala Glu teu Gly Ala Lys
945 950 955 960

Met Ala Thr Lys Leu Ser Gly Leu Gln Ser Arg Tyr Ser Arg val Thr
965 970 975

Ser Glu val Ala Leu Ala Glu Ile Leu Gly Ala Asp Leu Gln Met Leu
980 985 990

Ser Gly Asp Pro His Leu Lys Ala Ala His Ile Pro Glu Asn Ala Lys
995 1000 1005

37



Asp Arg TIle
d 1010

val phe Glu
1025

Glu As

P Asn
1040

Glu Leu tLeu
1055

Lys Lys IXle
1070

Asn Ile Gly
1085

Phe Phe Asp
1100

Arg Pro As
£ 1115 "

val Gly Glu
1130

Ser Ser Vval
1145

Lys Arg Leu
1160

Gly Ccys Gln
1175

Tyr Leu Thr
1190

ser ser Trp
1205

Ala Glu Glu
1220

Gln Leu Arg
1235

<210> 34

<211> 551
<212> PRT
<213> BosTaurus

Pro

Glu

Ile

Thr

Met

Gly

Glu

Asp

Arg

Thr

Gly

Pro

Ile

Glu

Ala

val

Gly

Leu

Gly

Gln

His

Pro

Gly

Ser

Tyr

Ala

Arg

Pro

Pro

Gly

Leu

Lys
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ITe

Ile

val

Thr

Thr

Pro

val

Gly

Gly

Ala

Gln

Thr

val

Ala

Arg

val Pro
1015

Lys Phe
1030

Leu Arg
1045

ser Arg
1060

Asp Ala
1075

ser Ser
1090

Pro Vval
1105

ser Glu
1120

ser Lys
1135

Thr Ala
1150

Leu Vval
1165

Thr Tyr
1180

Ala Arg
1195

Gly val
1210

Arg Ala
1225

ser Pro
1240

38

Met

Ser

Phe

Leu

Met

Ile

Leu

Leu

Lys

Glu

Ile

His

Ser

Thr

Lys

Gly

GIn

Phe

Asp

Leu

Ile

Pro

Leu

Trp

Ser

Glu

Gly

val

val

Pro

Glu

Leu

Ile

His

Met

val

Ile

Ile

ASp

Thr

Met

Phe

Glu

Asp

Gly

His

Met

Gln

Pro
1020

Thr
1035

Phe
1050

Glu
1065

Asp
1080

Leu
1095

Lys
1{10

His
1125

val
1140

Thr
1155

val
1170

Asp
1185

Ala
1200

val
1215

Leu
1230

Asp
1245

ser

Asn

Gly

His

Met

Cys

Ile

Ala

Ile

Tyr

Thr

Thr

ser

val

GlIn

His

Pro

val

ASp

Ile

Arg

ser

Tyr

Gln

Leu

Ile

ser

ASn

ASp

val

His

Leu

Glu

Leu

Gly

Trp

Phe

Tyr

ser

val

Thr

Met

Gly

Leu

Gly

Pro

Asn



<400> 34

val

Leu

GIn

Pro

Glu

65

Ser

Tyr

ser

Thr

Pro

Ile

Lys

Ala

225

Glu

Gly

Leu

Glu

Lys

Gly

50

Ala

Arg

Gly

Ala

Ile

130

Gln

Met

ASp

val

Leu

210

Ala

Ala

ASp

Pro

Thr

Leu

35

Ser

Glu

val

Ser

Ala

115

Ile

val

Ser

Ile

Thr

195

val

Glu

Ala

Pro

Gly
val

20

val

Tyr

Pro

The

His

100

Glu

Gly

Gly

Ala

Thr

180

Leu

Ala

Leu

Leu

His
260

Gln

Lys

ASp

ser

Arg

Glu

85

Lys

Ala

Glu

ser

ser

165

val

Arg

Asp

ser

Ala

245

Leu
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Leu

Ala

Thr

Thr

Arg

70

val

Asp

Phe

Pro

ser

150

Thr

Pro

Ala

Asn Ty

Lys

Gly

val

Ala

Ala

5S

His

Trp

Leu

Ala

Thr

135

Ala

Gly

Met

Lys

215

Leu

Leu

Thr

Tyr

Gly

Ala

40

val

Leu

Thr

Tyr

His

120

Ala

Leu

Glu

Ser

val

200

Ala

Gln

Leu

Ala

Leu

Pro

25

Leu

Pro

TYyr

Leu

val

105

Thr

Gly

TYyr

Ala

val

185

Pro

ser

Ser

Gln

His
265

39

Arg

10

Gln

val

Leu

ser

Pro

90

Leu

Met

Gly

Ala

Thr

Pro

Arg

Ala

250

Ile

Phe
Leu
val
Leu
val
75

His
val
GIln
Ala
ser
155
Asp
Leu

val

Glu

Asp

Pro

Asp

val

ASp

cys

60

Phe

val

Ser

ASp

Leu

140

Met

Leu

Ser

Leu

Leu

220

Ala

Leu

Glu

Ala

Gln

Leu

45

ser

ASp

Thr

His

Leu

125

ser

Pro

Ala

Thr

Gln

205

Gly

Arg

Gln

Asp

Met

Leu

30

Arg

TYyr

Arg

Gly

Thr

110

Gln

val

Thr

Gly

Ala

190

Thr

val

val

val

Ala
270

Ala

15

val

Tyr

Phe

Ala

Gin

95

Ser

Arg

Gly

Gln

val

175

Arg

Ala

Lys

Thr

Leu

255

Lys

Glu

Trp

Asn

Phe

Thr

80

Arg

Gly

Ala

Ile

Met

160

Glu

ASp

Gly

Met

Ser

240

ser

Asp



Arg

Glu

val

305

Gln

Thr

ser

Ile

Leu

385

Ser

Phe

val

Thr

Asp

465

Pro

Pro

His

Gly

Ile

Asp

Gly

val

Asp

Ser

Leu

370

Trp

Met

Thr

Thr

Ala

Leu

Gln

val
530

Pro
275

Leu
Tyr
Ser
Ala
3
Leu
Thr‘
val
Tyr
ser
435
Leu
ser
Glu
Arg
Gln

515

val

Gly

Ile

Leu

Glu

Leu

340

ser

ASp

Leu

Ile

Ile

420

Gly

Tyr

ser

Ala

Ala

500

Gln

Arg

Ile

Lys

Arg

Leu

325

Ile

Ala

Lys

ser

Leu

405

Met

Gly

Leu

Trp

Ala

485

Arg

ser

Pro
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val

Phe

Phe

310

Leu

val

Leu

Ile

Gln

390

Thr

Lys

Cys

Thr

Glu

470

Leu

Arg

Gln

Glu

Pro

Ser

295

ASD

val

Asp

Cys

Tyr

375

Leu

Ser

Arg

Gln

Ile

455

Gly

Thr

ser

Gly

val
535

Met

280

Phe

Met

Glu

Met

ser

360

Asn

Glu

Thr

Leu

Pro

440

Pro

val

Arg

Pro

Ar

52

Leu

Gln

His

Phe

His

Arg

345

Tyr

Arg

Gly

Leu

Thr

Gly

Ala

505

Ala

Thr

40

Ile

Thr

Gly

val

330

phe

pPhe

Pro

Glu

Thr

410

Arg

GIn

Ala

val

Gln

490

Leu

Gly

Glu

Pro

Asn

Asp

Trp

Asn

Phe

Asn

Ar

39

Ala

Ala

Thr

Arg

val

475

Glu

His

ser

Ala

ser

val

300

Cys

Lys

Ile

AsSp

Tyr

Gly

Leu

TYyr

ser

460

Pro

Met

Gly

Leu

Pro
540

Pro

285

Leu

Glu

Lys

Gly

Glu

365

ser

Gly

Ala

val

His

445

val

Asp

Leu

Arg

Gly

Ser

Glu

Glu

Leu

Ile

val

Gly

Leu

val

335

Gly

Gly

val

ser

Ala

Tle

430

val

Gly

val

Glin

AP

51

Arg

Gly

Pro

Pro

Ser

Lys

Glu

415

Gly

Asp

Ala

Ala

His

495

Lys

Asn

GlIn

Phe

Asn

Thr

320

His

Thr

Pro

Glu

Lys

400

Glu

Glu

Asp

Ala

val

480

Thr

Gly

Gin

Lys



<210> 35
<211> 405
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Met
1
Phe
Arg
val
Leu
65
Leu

Pro

Lys

Leu
Arg
Leu

Pro
225

Ala

Lys

Asp

Leu

50

Thr

Thr

val

Lys

Leu

130

ser

Asp

Ile

Ala

Ala

210

val

Ala

Lys

Tyr

35

val

Cys

Phe

Gly

Leu

115

Pro

Cys

Ala

Arg

Glu

195

val

Thr
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Arg Gly Leu Leu GIn Cys Gly
545 550

Ser

Ile

20

Ile

Asp

Ala

Arg

Ala

100

Gly

Cys

Gly

Glu

Lys

Ala

ser

val

Gly
5
ser
Asp
Pro
Phe
Arg
85
Ala
ser
Ser
val
Glu
165
val
Ala

Leu

Thr

Lys

Arg

His

Asp

Arg

70

Asp

Ser

Asn

val

150

Asp

Gln

Trp

Asn

val
230

Thr

ASp

val

Leu

55

Tyr

Leu

Thr

Thr

Met

135

Phe

Lys

His

Gln

Lys

215

Thr

ser

Lys

sSer

40

val

Gly

Tyr

Pro

Tyr

120

Leu

Glu

Ile

Ala

Phe

200

Glu

Asn

LysS

Ser

25

GlIn

Lys

Gln

Phe

Thr

105

Pro

Gln

val

Pro

Pro

185

Phe

Ile

Asn

41

Ser
10

val
val
Gly
Glu
Ser
90

Lys
Phe
Pro
Lys
LyS
Leu
Met

Tyr

Thr

Glu

Thr

Gln

Lys

Asp

75

Arg

Leu

Leu

Ala

Ala

155

Lys

Glu

Ser

Phe

Glu
235

Pro
Ile
Pro
Lys
60

Ile
val
Gln
Leu
Pro
140
pPhe
Ser
Met
Asp
His
220

Lys

Asn

TYr
val
45

val
Asp
Gln
Glu
Thr
125
GlIn
Ala
Ser
Gly
Lys
205

Gly

Thr

His

Leu

30

Asp

Tyr

val

val

ser

110

Phe

Asp

Thr

val

Pro

190

Pro

Glu

val

val
15

Gly
Gly

val

Ile

Pro

ser

ASp

Arg

Gln

Leu

Pro

Lys

Ile

Asn

val

Thr

Gly

80

Pro

Leu

AsSp

Gly

ser

160

Leu

Pro

His

Ile

Lys



Ile

Asp

Pro

Ala

His

305

ASp

Leu

Thr

Lys

His

385

Asn

<210> 36
<211> 404
<212> PRT

Lys

Tyr

Pro

AsSn

290

Glu

Arg

Thr

Glu

Glu

370

AsSn

Asp

<213> BosTaurus

<400> 36
Met
1
ser
Asp

Pro

Lys

Arg

His

Glu
50

Ala

Tyr

Asn

275

Asn

Asp

Thr

val

val

355

ser

Leu

val

Ala

Asp

val

35

Leu

Phe

val

260

Ser

Arg

Thr

val

Ser

340

Pro

Tyr

Lys

Asp

Asn
Lys
20

Glu

val

val
245
Lys
Thr
Glu
Asn
Leu
325
Gly
Phe
Gln

Asp

Glu
405

Lys
5

ser
Arg

Lys
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Glu

Pro

Leu

Arg

Leu

310

Gly

Phe

Arg

Asp

Ala
390

Pro

val

val

Gly

GIn
val
Thr
Arg
Ala
Ile
Leu
teu
Ala

375

Gly

Ala
Thr
Glu

Lys
55

val

Ala

Lys

280

Gly

ser

Leu

Gly

Met

360

Asn

Glu

Pro
Ile
Pro
40

Arg

42

Ala
Met
265
Thr
Ile
Ser
val
Glu
345
His

Leu

Ala

ASn
Tyr
25

val

val

Asn

250

Glu

Leu

Ala

Thr

Ser

330

Leu

Pro

val

Glu

His

10

Leu

ASp

Tyr

val

Glu

Thr

Leu

Ile

315

Tyr

Thr

Gln

Phe

Glu
395

val

Gly

Gly

val

val

Ala

Leu

Asp

300

Ile

Gln

Ser

Pro

Glu

380

Gly

Ile

Lys

val

ser
60

Leu Tyr

GIn Glu
270

Leu Pro
285

Gly Lys

Lys Glu

Ile Lys

Ser Glu
350

Glu Asp
365

Glu pPhe

Lys Arg

pPhe Lys

Arg Asp
30

val Leu
45

Leu Thr

ser

255

Lys

Leu

Ile

Gly

val

335

val

Pro

Ala

Asp

Lys
15
Tyr

val

cys

ser

val

Leu

Lys

Ile

320

Lys

Ala

Ala

Arg

Ile

Asp

Ala



Phe Ar r
gt g Ty

Arg

Ser

Ala

Ser

val

145

Glu

val

Ser

Leu

Ala

225

val

Lys

Ser

Glu

ASn

305

Met

Gly

Asp Leu

Gly Ala

Asn Thr
115

val Met
130

Asp Phe

Asp Lys

Gln His

Trp GIn

195

ser Lys
210

val Thr

Glu GIn

Thr val

Lteu Thr

275

Arg Arg
290
Leu Ala

Gly 1le

Leu Leu

Gly
Tyr
Thr
100
Tyr
Leu
Glu
Ile
Ala
180
Phe
Glu
Asn
val
Ala
260
Lys
Gly
ser

Leu

Gly

Gln

Phe

B85

Thr

Pro

Gln

Ile

Pro

165

Pro

Phe

Ile

Ser

Thr

245

Ala

Thre

Ile

ser

val

325

Glu
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Glu

70

ser

Arg

Phe

Pro

Lys

150

Lys

Arg

Met

Tyr

Thr

230

Asn

Glu

Leu

Ala

Thr

310

Ser

Leu

Asp
Gln
Leu
Leu
Ala
135
Ala
Lys
AsSp
ser
Ty

215
Glu

val

Glu

Leu
295

Ile

Tyr

Thr

Ile

val

Gln

Leu

120

Pro

Phe

Ser

Met

200

His

Lys

val

Ala

Leu

280

ASp

Ile

Gln

Ser

Asp

Gin

Glu

105

Thr

GIn

Ala

Ser

Gly

Lys

Gly

Thr

Leu

GIn

265

val

Gly

Lys

Ile

Ser

43

val

val

90

ser

Phe

Asp

Thr

val

170

Pro

Pro

Glu

val

Tyr

250

Glu

Pro

Lys

Glu

Lys

Glu

Met

75

Phe

Leu

Pro

val

His

155

Arg

GlIn

Leu

Pro

Lys

235

Ser

Lys

Leu

Ile

Gly

Pro

Ile

Asp

Gly

ser

Leu

Pro

Arg

Ile

220

Lys

Ser

val

Leu

LysS

300

Ile

Lys

Ala

Leu

Pro

Lys

Tyr

125

Lys

Thr

Leu

Arg

Leu

205

Pro

Ile

Asp

Pro

Ala

285

His

Asp

Leu

Thr

ser

val

Lys

110

Leu

ser

Asp

Ile

Ala

190

Ala

val

Lys

Tyr Ty

Pro

270

Asn

Glu

Lys

Thr

Glu

Phe

Gly

95

Leu

Pro

Cys

val

Arg

175

Glu

val

Thr

val

255

Asn

Asn

Asp

Thr

val

335

val

Arg

80

Ala

Gly

Cys

Gly

Glu

160

Lys

Ala

Ser

val

Leu

240

Ile

Ser

Arg

Thr

val

320

Ser

Pro



Phe Arg Leu

355

Ser Phe Gln
370

Leu Lys Asp
385

Ala Met Asp

<210> 37
<211> 348
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37
Met
1
Thr
Glu
val
His
65
val
The
Glu
val
ASn

145

Trp

Asiy

Gly

Pro

Leu

50

Lys

Ala

Ser

Gly

val

130

phe

val

Gly

val

Trp

35

Gly

Lys

Asp

Leu

Phe

115

Leu

Arg

Met

340

Met

Asp

Ala

Glu’

Thr

val

20

Gln

Phe

Leu

Leu

His

100

Phe

Ala

Phe

Ala
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His Pro
Glu Asn

Gly Glu
390

Glu Gly
)
Arg Ser
Phe Ser
Pro Ile
Arg Thr
2 70
Phe Met
85
Gly Tyr
Ala Thr
Ile Glu
Gly Glu

150

Leu Ala
165

GlIn
Phe

375

Tyr

Pro

Pro

Met

Asn

55

Pro

val

Phe

Leu

Arg

135

AsSn

Cys

Pro
360
val

Lys

Asn

Phe

Leu

40

Phe

Leu

Leu

val

Gly

Tyr

His

Ala

44

345

Glu

Phe

Glu

Leu

Asn

Gly

Phe

105

Gly

val

Ala

Ala

350

Asp Pro Asp Thr Ala Lys Glu
365

Glu Glu phe Ala Arg GIn Asn
380

Glu Lys Thr Asp GIn Glu Ala
395 40

Tyr

Ala

Thr

Tyr

Gly

90

Gly

Glu

val

Ile

Pro
170

val

Pro

Tyr

Leu

Ile

75

Phe

Pro

Ile

val

Met

155

Pro

Pro
GlIn

Met

Leu
Thr
Thr
Ala
Gly

Leu

Phe Ser

Tyr Tyr
30

phe Leu

45

val Thr

Leu Asn

ser Thr

Gly Cys
110

Leu Trp
125
Lys Pro

val Ala

Ala Gly

Asn
15

Leu
Leu
val
Leu
Leu
95

Asn
ser

Met

Phe

178

0

Ala

Ala

Ile

Gln

Ala
80

Tyr

Leu

Leu

ser

Thr

160

ser



Arg Tyr Ile

Thr
val
Gln
225
Ala
Met
Phe
Thr
Ile
305

Ile

val

<210> 38
<211> 15
<212> PRT

Leu

val

210

Leu

Thr

val

Tyr

Ile

290

Tyr

Cys

ser

<213> Artificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 38

Lys

His

val

Thr

Ile

ITe

275

Pro

Ile

oys

Lys

Pro

180

Pro

Phe

Phe

Gln

Ala

260

Phe

Ala

Met

Gly

Thr
340

Glu

Glu

Thr

Thr

Lys

Phe

Thr

Phe

Met

Lys

325

Glu
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Gly

val

Ile

val

230

Ala

Leu

His

Phe

ASn

310

AsSn

Thr

Leu GIn
AsSn Ash

200
Pro Met
215
Lys Glu
Glu Lys
Ile Cys
GIn Gly
Ala Lys
295
Lys Gln

Pro Leu

ser Gln

Ile
Ala
Glu
%

ser
ser
Phe
Gly

val
345

ser

Ser

Ile

Ala

val

250

val

Asn

Ala

Arg

Asp

330

Ala

Cys

Phe

Ile

Ala

235

Thr

Pro

Phe

Ala

Asn

315

Asp

Pro

Gly Ile Asp
190

val 1le Tyr
205 W

Phe Phe Cys
220

GIn GIn GIn
Arg Met val

Tyr Ala Ser
270

Gly Pro Ile
285

Ile Tyr Asn
300
Cys Met Leu

Glu Ala Ser

Ala

Tyr

Met

TYyr

Glu

Ile

val

Phe

Pro

Thr

Ala
335

Tyr

Phe

Gly

ser

240

Ile

Ala

Met

val

Thr

320

Thr

Ala Asp Gly Ser Ser Trp Glu Gly val Gly val val Pro Asp val
1 5 10 15

<210> 39
<211> 23
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

45
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<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 39

Pro Thr Ala Arg Ser val Gly Ala Ala Asp Gly Ser Ser Trp Glu Gly
1 5 10 15

val Gly val ¥81 Pro Asp val

<210> 40
<211> 23
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 40

gis val Asp Asp ;hr Asp Leu Tyr Leu Igr Ile pro Thr Ala ?;g ser

val Gly Ala gga Asp Gly Ser

<210> 41
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 41

Ihr Ser ser Glu zal Ala Thr Glu

<210> 42
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 42
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Asp Thr Asn Leu §1a Ser Ser Thr
1

<210> 43
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 43

Asp Thr Asn Leu Ala Ser Ser Thr Ile Ile Lys Glu Gly xle Asp Lys
1 5 10 15

Thr val
<210> 44
<211> 22
<212> PRT
<213> artificial
<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 44

val Pro Leu Leu Ala Asn Asn Arg Glu Arg Arg Gly Ile Ala Leu Asp
1 5 10 15

Gly Lys Ile Egs His Glu

<210> 45

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<221> Fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 45

Ihr ser Ser Glu ¥a1 Ala Thr Glu val ;50 Phe Arg Leu Met Tgs Pro

Gln Pro Glu Asp
20

<210> 46

a7
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<211> 20
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 46

sier Leu Thr Lys ';hr Leu Thr Leu val ;60 Leu Leu Ala Asn ign Arg

Glu Arg Arg Gly
20

<210> 47
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 47

Ser Leu Thr Arg Thr Leu Thr Leu Leu Pro Leu Leu Ala Asn Asn Arg
1 5 10 15

Glu Arg Ala Gly
20

<210> 48
<211> 21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 48

Lys Glu Gly Ile Asp Lys Thr val Met Gly Ile Leu val Ser Tyr GlIn
1 5 10 15

Ile Lys val Lys Leu
20

<210> 49
<211> 21
<212> PRT
<213> Atrtificial
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<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 49

Lys Glu Gly Ile Asp Arg Thr val Leu Gly Ile Leu val Ser Tyr Gln
1 5 10 15

Ile Lys val Lys Leu
20

<210> 50
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Analogo al péptido 8”

<400> 50

Ihr Ser Ser Glu §1a Ala Thr Glu

<210> 51
<211> 8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 51

/{sp‘ Thr Ala Leu Ala Ser Ser Thr
S.
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REIVINDICACIONES

1. Agente que provoca que las células T que producen IL-4 se acumulen en el ojo, para su utilizaciéon en el
tratamiento de la degeneracion macular seca relacionada con la edad, en el que dicho agente es el copolimero-1.

2. Agente que provoca que las células T que producen IL-4 se acumulen en el ojo para su utilizacién en la reduccién
de la zona de drusas, en un individuo con degeneracion macular relacionada con la edad, en el que dicho agente es
el copolimero-1.

3. Agente para su utilizacidn, segun la reivindicacion 2, en el que dicha degeneracién macular relacionada con la
edad es degeneraciéon macular seca relacionada con la edad.

4. Agente para su utilizacion, segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho agente se
administra semanalmente.

5. Agente para su utilizacion, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho agente se
administra por inyeccién subcutanea.

6. Utilizacion de un agente que provoca que las células T que producen IL-4 se acumulen en el ojo, en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de la degeneracién macular seca relacionada con la edad, en la
que dicho agente es el copolimero-1.

7. Utilizacion de un agente que provoca que las células T que producen IL-4 se acumulen en el o0jo, en la
preparacion de un medicamento para la reduccion del area de drusas en un individuo con degeneracion macular
relacionada con la edad, en el que dicho agente es el copolimero-1.

8. Utilizacion, segun la reivindicacion 7, en la que dicha degeneracion macular relacionada con la edad es
degeneracion macular seca relacionada con la edad.

9. Utilizacion, segin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en la que dicho agente se administra
semanalmente.

10. Utilizacion, segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en la que dicho agente se administra por
inyeccion subcutanea.
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——Compaieros de camadano Tg—— ——— Tg no tratados
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MHC-II/TNF-a
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