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DESCRIPCION
Ensayo basado en células y métodos de cribado de moduladores de la sefalizacién de p75NTR
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere en general a reacciones inmunitarias y sustancias de ensayo Utiles para las mismas.
Especificamente, la presente invencion se refiere a la modulacidon del receptor del factor de crecimiento de nervios
p75NTR que expresan las células dendriticas plasmacitoides humanas y murinas. La invencién proporciona ensayos
para cribar un intervalo de agonistas y antagonistas utiles para la modulacién de la funcién de citocinas, presentacion
de antigenos, activacion y proliferacién de células T. La presente invencién proporciona adicionalmente, por lo tanto,
ensayos de cribado de respuestas inmunitarias moduladas por agonistas y antagonistas de p75NTR. Dichos agonistas
y antagonistas son Uutiles en la fabricacién de farmacos para controlar la funcién de citocinas, presentacion de
antigenos, activacion y proliferacion de células T, que es importante para el tratamiento de un intervalo de afecciones
que incluyen el cancer, reacciones inflamatorias, trastornos inmunolégicos, trastorno del crecimiento y cualquiera de
otras afecciones que implican la transduccion de sefial p75NTR. La invencién proporciona adicionalmente una
combinacion que comprende al menos una modulacion de la sefializacion p75N™R en las CDP seleccionado de entre
un antagonista del p75NTR o un agonista del p75N™R y al menos un agonista del TLR9.

Antecedentes de la invencion

Las funciones del sistema inmunitario protegen a los individuos de los agentes infecciosos, por ejemplo, bacterias,
organismo multicelulares, y virus, asi como de los canceres. Este sistema incluye varios tipos de células linfoides y
mieloides tales como las células T, células B, monocitos, macréfagos, células dendriticas (CD), eosindfilos y
neutréfilos. Estas células linfoides y mieloides a menudo producen proteinas de sefializacion conocidas como
citocinas. La respuesta inmunitaria incluye la inflamacion, es decir, la acumulacion de células inmunitarias
sistémicamente o en una localizacién particular del cuerpo y puede dar lugar a una enfermedad autoinmunitaria o
enfermedad del injerto contra el huésped. En respuesta a un agente infeccioso o sustancia ajena, las células
inmunitarias secretan citocinas que, a su vez, modulan la proliferacién, desarrollo, diferenciacion o migracion de células
inmunitarias. Las citocinas se han implicado en la patologia de varios trastornos y afecciones.

En mas detalle, el sistema inmunitario humano se ha desarrollado para darnos una protecciéon contra los microbios
mediante la coordinaciéon de los mecanismos inmunitarios innatos (no especificos) y adaptativos/adquiridos
(combinacién de respuestas inmunitarias mediadas por células y humorales). Las células de inmunidad innata incluyen
las células epiteliales, células NK (citoliticas naturales) y CDP (células dendriticas plasmacitoides). Estas células
funcionan como la primera linea de defensa del cuerpo contra cualquier microbio que ataque secretando citocinas
antimicrobianas, por ejemplo, en un encuentro virico las CDP secretan interferones tipo | (IFN), una familia de citocinas
antiviricas con potente actividad antivirica. La inmunidad adaptativa, por otra parte, incluye las respuestas inmunitarias
basadas en las células T auxiliares (Th1y Th2) y células T citotoxicas (inmunidad mediada por células) y células B
que se diferencian en células plasmaticas B que producen anticuerpos especificos del antigeno (inmunidad humoral).
Las CDP, ademas de su papel vital en la inmunidad innata, tiene la capacidad de desencadenar respuestas de células
T y regulan el crecimiento y diferenciacion de las células B en células plasmaticas que secretan anticuerpos. Las CDP
contribuyen esencialmente a la regulacion y conexion de las respuestas inmunitarias adaptativas e innatas inducidas
por el antigeno.

Las CDP expresan los receptores tipo toll (TLR) endosémicos y son de hecho las Unicas células humanas que
expresan receptores de tipo toll 7 (TLR7) y 9 (TLR9) que son capaces de unirse al ARN virico de cadena sencilla y
ADN bacteriano o virico, respectivamente. Al activarse el TLR7 y TLR9, se activa una cascada de sefializacién que
implica MyD88, TRAF6, IRF3 y IRF7, que en ultimo término da lugar a la produccioén de niveles muy altos de interferon
alfa. El interferon alfa induce reacciones inmunitarias Th1 y tiene multiples funciones en el cuerpo humano en la
defensa virica, en la eliminacion de células tumorales, pero también en la induccion de autoinmunidad. Durante mucho
tiempo la produccién de interferon al activarse el receptor tipo toll asociada a la induccién de la reaccidén inmunitaria
de Th1 parecia se la Unica funcién que se podia atribuir a las CDP.

TRAF3 y TRAF6 son miembros proteicos humanos de la familia de proteinas del factor asociado al receptor TNF
(TRAF). Los TRAF proteicos se asocian con, y median la transduccién de la sefial de los miembros de la superfamilia
del receptor TNF. Estas proteinas median la sefializacion no solo de los miembros de la superfamilia del receptor TNF,
sino también de la familia de Toll/IL-1.

La pérdida de la expresion del gen 88 de respuesta primaria de diferenciaciéon mieloide (MyD88) se asocia con la
disminucion de la resistencia a infecciones bacterianas. Ademas, se han identificado formas mutadas de MyD88 en
distintos linfomas humanos (Hawn et al., J Infect Dis. (2006) 193 (12): 1693-1702).

Los factores reguladores de interferon (IRF) 3 y 7 son miembros de la familia del factor regulador de interferon de
factores de transcripcion. Se ha demostrado que el IRF3 y 7 tiene un papel en la activacion transcripcional de genes
celulares inducibles por virus, que incluyen genes de interferdn tipo | proinflamatorios. En particular, el IRF7 regula
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muchos genes de interferén-alfa. La expresion constitutiva de IRF7 estd muy restringida al tejido linfoide,
particularmente las CDP. La expresion de IRF7, sin embargo, se puede inducir en muchos tejidos.

Las neurotrofinas son la familia de proteinas que se considera que tienen un papel esencial en el desarrollo del sistema
nervioso de vertebrados. El factor de crecimiento de nervios (NGF) es el miembro mejor caracterizado de la familia de
las neurotrofinas y fue el primero que se aislé. Otros miembros de la cada vez mayor familia de neurotrofinas incluyen:
factor nervioso derivado del cerebro (BDNF), Neurotrofina-3 (NT-3) y Neurotrofina-4 y 5 (NT-4 y NT-5). Las
neurotrofinas median sus efectos uniéndose a dos clases de receptores con diferentes afinidades: i) receptor de
crecimiento de nervios de alta afinidad que incluye: el Trk A, Trk B 'y Trk C (cinasa del receptor de tropomiosina A, B
y C), y ii) receptor de crecimiento de nervios de baja afinidad (LNGFR), miembro de la superfamilia del receptor del
factor de necrosis tumoral, que también se conoce como p75NTR o CD271 (Lykissas et al, Curr Neurovasc Res. 2007
May;4(2): 143-51).

En afios recientes se ha demostrado que las CDP también tienen un papel pivotante en la regulacién de respuestas
inmunitarias frente a antigenos exdégenos y autoantigenos. Se pudo demostrar que el agotamiento de CDP en los
ratones agrava el Asma alérgica, que es una respuesta inmunitaria Th2, pero también empeora la reaccion
autoinmunitaria en encefalomielitis autoinmune experimental, un modelo de ratén de esclerosis multiple, que se basa
en una respuesta inmunitaria Th1. A partir de estos resultados se podria deducir que las CDP tienen una funcién
reguladora principal para inducir tolerancia, pero también pueden estar implicadas en el escape de células tumorales
de la inmunidad del huésped.

La induccién de la reaccién inmunitaria y la inhibicién de la tolerancia son determinantes principales del éxito de las
estrategias de vacunacion. Las vacunas clésicas se basan en la induccién de reacciones inmunitarias Th2 para inducir
una inmunidad humoral contra los antigenos vacunales. Como las vacunas atenuadas no inducen una reaccion
inmunitaria fuerte, se utilizan adyuvantes para potenciar la respuesta inmunitaria. Los adyuvantes que induce Th2 mas
comunes son las sales de aluminio. Con el fin de destruir organismos intracelulares o para eliminar células tumorales
se necesita inducir respuestas inmunitarias Th1 citotoxicas. La mayoria de los adyuvantes que inducen Th1 actian
mediante la activacion de los receptores tipo toll. Un repaso de los adyuvantes actuales o los nuevos adyuvantes que
estan evaluandose en ensayos clinicos se muestran en la Tabla 1 a continuacion:

Tabla 1

Mecanismo o Tipo de respuesta Fase clinica o nombre

Nombre del adyuvante Clase receptor inmunitaria del producto con
P licencia

Analogos de ARNds (por M TLR3 Ab, Th1, CD8+ Células Fase 1
ejemplo, poli(l:C)) T
Analogos de Lipido A (por Cervarix, Supervax,
ejemplo, MPL, RC529, GLA, IM TLR4 Ab, Th1 Pollinex Quattro,
E6020) Meiacine
Flagelina IM TLR5 Ab, Th1,Th2 Fase 1
Imidazoquinolinas (por ejemplo,
Imiquimod, R848) M TLR7 y TLR8 Ab, Th1 Aldara
CpG ODN IM TLR9 po- T, CD8+ Células | cq 3
Saponinas (por ejemplo, QS21) |IM Desconocido égdg; ,_;_I'hz, CD8+ Fase 3
Ligandos de lectinas tipo C (por |, Mincle, Nalp3 Ab, Th1, Th17 Fase 1
ejemplo, TDB) ’ ’ ’
Ligandos CD Id (por ejemplo, a- M cDid Ab, Th1,Th2,CD8+ Fase 1
galactosilceramida) células NKT
Sales de aluminio (por ejemplo,
oxihidréxido de aluminio, PF Nalps, [T AN, o |Ab. Th2 ifuchos productos con
fosfato de aluminio) 9

Reclutamiento de
Emulsiones (por ejemplo, células ;
MF59, AS03, AF03, SE) PF inmunitarias, ASC, |0 111 Th2 Fluad, Pandemrix

captacién de Aa
Virosomas PF Suministro de Ag  |Ab, Th1,Th2 Epaxal, Inflexal V
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ASO1 (MPL.QS21, liposomas) |c TLR4 Ab Thi, CDB* Células |55 3
AS02 (MPL.QS21, emulsion) C TLR4 Ab, Th1 Fase 3
AS04 (MPL, sal de aluminio) C TLR4 Ab, Th1 Cervarix
AS 15 (MPL, QS21, CpG, c TLR4y TLR9 Ab, Th1, CD8+ Células Fase 3
liposomas) T
GLA-SE (GLA, emulsién) C TLR4 Ab, Th1 Fase 1
- - Ab, Th1,Th2, CD8+
IC31 (CpG, péptido cationico) |C TLR9 Células T Fase 1
CAFOI (TDB, liposomas Mincle, suministro  [Ab, Th1, CD8+ Células
L C Fase 1
cationicos) de Ag T
. . . Ab, Th1,Th2, CD8+
ISCOMs (saponina, fosfolipido) |C Desconocido Células T Fase 2
Ab, anticuerpo; Ag, antigeno; ASC, dominio de reclutamiento que contiene proteina tipo manchada asociada a
apoptosis; C, combinacion de molécula inmunomoduladora y formulacién en particulas; ARNds, ARN de cadena
doble; IM, molécula inmunomoduladora; ITAM, motivo de activacién basado en el inmunorreceptor de tirosina; PF,
formulacién en particulas; TDB, dibenehato de trealosa. Algunas formulaciones en particulas (tal como las sales
de aluminio y emulsiones) también generan una actividad inmunomoduladora.

Sumario de la invencion

La invencion se basa en el hallazgo inesperado de que las células dendriticas plasmacitoides expresan el receptor del
factor de crecimiento de nervios p75NTR. Se pudo establecer posteriormente que el p75NTR es un regulador
importante de las respuestas inmunitarias dirigidas por las CDP. La activacion del p75NTR sobre las CDP induce
fuertemente respuestas inmunitarias Th2 e inhibe las respuestas Th1.

La invencién proporciona una combinacion que comprende al menos un modulador de la sefializacion de p75NTR en
las CDP seleccionado de entre un antagonista de p75NR y un agonista de p75NR y al menos un agonista del TLR9,
en el que el agonista o antagonista modula la respuesta inmunitaria y/o la proliferacién celular.

En otro aspecto, la invencion proporciona dicha combinacién para su uso en el tratamiento de un sujeto que padece
una enfermedad o afeccion patologica que implica la sefalizacion de p75NTR, tal como un trastorno inflamatorio,
trastorno inmunitario o cancer, en el que la enfermedad o afeccion patologica estd mediada por monocitos o
macrofagos, neutrofilos, células T o células B, células dendriticas, o células epiteliales o endoteliales. En una
realizacion adicional, la enfermedad esta mediada por las CDP.

Otra realizacién de la presente invencién proporciona un método de cribado de un compuesto que modula una
actividad fisiolégica, que comprende poner en contacto un compuesto candidato con un raton nuligénico para p75NTR;
determinar la actividad fisiolégica en el raton nuligénico para p75NTR; determinar la actividad fisiologica en un ratén
nuligénico no puesto en contacto con el compuesto candidato; y comparar las actividades fisiolégicas del raton
nuligénico para p75NTR que se puso en contacto con el raton nuligénico para p75NTR que no se puso en contacto;
asi como el método anterior en el que la actividad fisiolégica comprende una actividad inmunitaria; inflamacién,
hiperreactividad, o actividad proliferativa.

El p75NTR en las células dendriticas plasmacitoides parece que funciona como un interruptor maestro de la regulacion
de respuestas inmunitarias. La modulacion de las respuestas inmunitarias es la funcién principal de los adyuvantes
vacunales. Por lo tanto, los agonistas y antagonistas del p75NTR proporcionan un medio de nuevos adyuvantes.

La activacion del p75NTR en las CDP induce fuertemente respuestas inmunitarias Th2. Por lo tanto, los agonistas
pueden reforzar las respuestas inmunitarias en vacunas dependientes de Th2. La respuesta inmunitaria dirigida es
similar a las sales de aluminio, pero se basan sin inducir una inflamacion local. Los agonistas de p75NTR se pueden
utilizar para remplazar los adyuvantes vacunales actuales o se podrian utilizar en combinaciéon para reforzar
adicionalmente una respuesta vacunal.

En consecuencia, hay una gran necesidad para la identificacién de nuevos agonistas y antagonistas del p75NTR.
Estos nuevos agonistas y antagonistas del p75NTR, en particular los agonistas del p75NTR pueden utilizarse
adicionalmente como adyuvantes vacunales.

La invencion se refiere adicionalmente por lo tanto al uso de agonistas y antagonistas de la sefializacién de p75NTR
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como adyuvantes vacunales.

La invencién proporciona adicionalmente composiciones vacunales que comprenden un agonista o antagonista de la
sefializacion de p75NTR.

En otra realizacion, la invencion se refiere al uso de una composicién vacunal que comprende un agonista del p75NTR
para la modulacién de respuestas inmunitarias que comprende, pero no se limita a la estimulaciéon de respuestas
inmunitarias Th2, supresién de respuestas inmunitarias Th1, supresién de respuestas inmunitarias Th17, supresion
de tolerancia inducida por células T reguladoras.

En otra realizacion mas la invencién se refiere al uso de una composicion vacunal que comprende un antagonista del
p75NTR para la modulacién de respuestas inmunitarias que comprende, pero no se limita a la supresién de respuestas
inmunitarias Th2, estimulacién de respuestas inmunitarias Th1, estimulacion de respuestas inmunitarias Th17,
supresion de tolerancia inducida por células T reguladores y similares.

La invenciéon proporciona adicionalmente activadores de células dendriticas, preferentemente de CDP, y una
combinacion de estos activadores con moduladores, es decir, agonistas o antagonistas, de la sefializacion de p75NTR.

Estas combinaciones de activadores de células dendriticas con agonistas o antagonistas de la sefalizacion de
p75NTR pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas, preferentemente en composiciones vacunales, para
Su uso en inmunoterapia.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el efecto de NGF sobre las CDP murinas durante la respuesta inmunitaria mediada por
alérgenos. En el fluido del lavado broncoalveolar (BALF), el nimero de eosindfilos y linfocitos
estaban aumentados significativamente cuando se llevaba a cabo la captacion de OVA por las CDP
en presencia de NGF en comparacion con las CDP incubadas con OVA solo, mientras que el nimero
de macrofagos disminuia (Fig. 1a, b). Las CDP cargadas con OVA se trataban con NGF se producia
un aumento de la produccion de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) en el pulmén, en comparacién con
las CDP pulsadas con OVA en ausencia de NGF (Fig. 1c). Las secciones histolégicas de pulmon de
ratones que recibieron CDP cargadas con OVA presentaban un aumento de la inflamacion
perivascular y un aumento de la produccion de mucus (Fig. 1d). El tratamiento de las CDP con NGF
durante la captacion de OVA potenciaba el fenotipo inflamatorio en el pulmoén (Fig. 1d).

La Figura 2 muestra los resultados de la investigacion del papel del p75NTR expresado en las CDP murinas en
el proceso de desencadenamiento de enfermedad en un modelo de ratén de asma alérgica mediada
por OVA. Después de una provocacion con un aerosol de OVA se analizaron los sintomas
caracteristicos de asma como la eosinofilia grave, inflamacién pulmonar y produccion intensa de
mucus. Los ratones p75NTR** (tipo silvestre) y los ratones p75N™R' (nuligénicos) tratados con CDP
p75NTR+ cargadas con OVA presentaban una reduccion significativa del nimero de células
inmunitarias en el BALF (linfocitos y eosinéfilos) en comparacion con los ratones que recibian CDP
p75NTR** (Figura 2a, b). La respuesta inmunitaria mediada por OVA daba lugar adicionalmente a un
aumento de la secrecion de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) en el BALF de ratones tratados con
CDP p75NTR** pero no en los ratones que recibieron CDP p75NTR+* (Fig. 2c). La inflamacion
perivascular y la hiperplasia de células de Goblet en el pulmén disminuia en los ratones tratados con
CDP p75NTR" en comparacion con los ratones tratados con CDP p75NTR** (Fig. 2d, e).

La Figura 3 muestra los resultados de la investigacion del papel del p75NTR expresado en las CDP murinas en
el proceso de respuesta inmunitaria estimulada por el oligodesoxinucleétido CPG in vitro. Las CDP
murinas de la cepa p75NTR** (tipo silvestre) expresan el receptor de neurotrofina p75NTR de baja
afinidad, mientras que la cepa p75N™R’- (nuligénica) no (Fig. 3a, b). Las CDP p75NTR** no expresan
ninguno de los otros receptores Trk de neurotrofina (Fig. 3a; con tincion de anticuerpos: linea
continua; sin tincion de anticuerpo: area sombreada). Al contrario que con las CDP p75NTR' |a
secrecion de IFNa inducida por CPG A de las CDP p75NTR** se redujo con la adicion de NGF de
una manera dependiente de la concentracion, lo que ilustra una reduccién de la respuesta Th1 (Fig.
3c). Las CDP p75NTR** gecretaban cantidades significativamente mas altas de citocinas
proinflamatorias IL-6 y TNFa después de la estimulacion con el oligodesoxinucleétido CPG B que
induce Th2 (Fig. 3d). También la expresion del receptor tipo toll TLR9 expresado en las CDP estaba
influenciado negativamente por la adicion de NGF a las CDP p75NTR** estimuladas por CPG A,
mientras que p75NTR*- no presentaba diferencias en la expresion de TLR9 (Fig. 3e). La adicion de
NGF a las CDP p75NTR+* gstimuladas por el oligodesoxinucleétido CPG A que induce una respuesta
Th1 reacciona con una expresion reducida de MyD88 y TRAF6, y una activacion reducida
(fosforilacion) de las proteinas de sefalizacion IRF-3, IRF7, IKK y c-Jun (Fig. 3f). La coincubacion
de CDP p75NTR** con NGF y oligodesoxinucledtidlo CPG que induce una respuesta Th2,
proinflamatoria inducia un aumento de la expresion de MyD88 y TRAF3. También aumentd la
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activacion (fosforilacion) de las proteinas de sefalizacion IRF3, IRF7, IKK y c-Jun (Fig. 39).

La Figura 4 muestra el efecto de NGF en la expresion de proteinas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
de Clase | (proteinas del MHC clase |) y/o de Clase Il (proteinas del MHC clase Il) en las CDP co-
estimuladas con los ligandos del receptor tipo toll CPG A y B. Las CDP p75NTR** (tipo silvestre)
reaccionan con una expresion disminuida de MHCII después de la adicion de NGF a un cultivo que
contiene CPG A que induce una respuesta de Th1 (Fig. 4a; sin NGF: linea continua, con NGF: linea
sombreada). Las CDP estimuladas con CPG B que induce una respuesta Th2 presentaba un
aumento adicional de la expresion de MHCII al afadir NGF al cultivo (Fig. 4b; sin NGF: linea
continua, con NGF: linea sombreada). En comparacion con las CDP p75NT™R'- (nuligénicas), la adicion
de NGF a CDP p75NTR** da lugar a un aumento adicional de la expresion de CPG B proinflamatorio
inducido por MHCI (Fig. 4c, sin NGF: linea continua, con NGF: linea sombreada). Las CDP sin tincion
se representan como un area de histograma sombreada.

La Figura 5 muestra la influencia de NGF sobre la secrecion de citocinas IFNy e IL-2 Th1 secretada por células
T en un cocultivo de CDP murinas y células T. Las CDP se aislaron de entre cepas de raton p75NTR+*
(tipo silvestre) o p75NTR* (nuligénicos). Las células T se aislaron de la cepa de raton OTIl que
expresa receptores de células T especificos de ovoalbumina peptidica. En presencia de CDP
p75NTR** que presentan la ovoalbumina peptidica (OVA) a las células T, las células T secretan
citocinas IFNy (Fig. 5a) e IL-2 (Fig. 5b) de TH1. En comparacion con el cocultivo con CDP p75NTR/,
las células T co-cultivadas con CDP de la cepa p75NTR** reaccionan con disminucion de la secrecion
de ambas citocinas Th1 al afadir NGF.

La Figura 6 muestra representaciones graficas de IFNa (pg/ml) producido por CDP humanas activadas por, ODN
2216 (A) vs. ODN 2216 + NGF a 200 mg/ml (o) (Fig. 6a). El IFNa secretado en el sobrenadante por
las CDP activadas se determin6é por ELISA. Los datos que se muestran son la media mas menos el
SEM (n = 20). El nivel de significancia se escogio de p < 0,05. Las diferencias significativas indicadas
por (p = 0,0031) y ** como se determin6 por el ensayo t emparejado con el ensayo de student (de
dos colas). Ademas, el bloqueo del receptor p75NTR por el péptido sintético PEP5 en presencia de
NGF daba como resultado el aumento de secrecion significativamente de IFNa (Fig. 6b). Los datos
que se muestran son la media mas menos el SEM (n = 23) en el panel de la izquierda, y (n = 9) en
el panel de la derecha. El nivel de significancia indicado por *, y ** se determind por ensayo T
emparejado con student (de dos colas); ns = no significativo.

La Figura 7 muestra la influencia del NGF en la proliferaciéon de células T y la secrecion de citocinas
proinflamatorias en un cocultivo de células T y CDP aisladas de pacientes alérgicos. Al afiadir NGF
al cocultivo, las celas T presentaban un aumento de proliferacion en presencia del alérgeno
especifico (Fig. 7a). Las células T también reaccionan con un aumento de secreciéon de citocinas
proinflamatorias IL-2 e IL-5 (Fig. 7b). Los valores se muestran como la medio con el SEM de cuatro
donantes alérgicos diferentes (n = 4). Los valores se compararon utilizando el método de
comparacion multiple ANOVA de una via (de Turkey). Las diferencias se consideraban significativas
cuando p < 0,05. Ag: alérgeno.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

El término “p75NTR” en el presente documento se refiere al receptor del factor de crecimiento de nervios de baja
afinidad (también llamado LNGFR, receptor p75 de neurotrofina, TNFRSF16 (superfamilia del TNFR, Miembro 16),
Gp80-LNGFR, p75, p75ICD, Miembro 16, CD271 o receptor NGF). El “p75NTR” es uno de los dos tipos de receptor
para las neurotrofinas, una familia de factores del crecimiento proteicos que estimulan a las células neuronales a
sobrevivir y diferenciarse. El “p75NTR” como se utiliza en el presente documento abarcara el p75NTR proteico como
se expresa habitualmente en las células de mamifero, pero también todas las variantes de corte y empalme del mismo.
Las variantes de corte y empalme de p75NTR se pueden formar por “corte y empalme alternativo”, un proceso regulado
durante la expresién genética que da como resultado un Unico gen que codifica multiples proteinas. Durante el proceso
del corte y empalme alternativo, los exones particulares de un gen se pueden incluir en o excluirse del ARN mensajero
(ARNm) procesado finalmente, que se produce de ese gen. En consecuencia, las proteinas traducidas de los ARNm
cortados y empalmados alternativamente contendran diferencias en su secuencia de aminoacidos y, a menudo, en su
estructura. Preferentemente, de acuerdo con la presente invencion, el p75NTR proteico esta codificado por el gen que
tiene la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO. 4 (ID del gen 4804; referencia de secuencia del NCBI
NM_002507.3). Mas preferentemente, el p75NTR proteico como se utiliza en el presente documento tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO. 3 (N.° de acceso Swiss-Prot P08138.1).

“Activacion”, “estimulacion” y “tratamiento”, como se aplica a células o a receptores puede tener el mismo significado,
por ejemplo, activacion, estimulacion o tratamiento de una célula o receptor con un ligando, agonista o antagonista a
menos de que se indique otra cosa por el contexto o explicitamente.
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“Activacion” se puede referir a activacion celular segun se regula por mecanismos internos, asi como por factores
externos o ambientales.

“Ligando” engloba ligandos naturales y sintéticos, por ejemplo, citocinas, variantes de citocinas, analogos, muteinas,
y composiciones de unién derivadas de anticuerpos. “Ligando” también engloba moléculas pequefias, por ejemplo,
miméticos peptidicos de citocinas, miméticos peptidicos de anticuerpos, acidos nucleicos y miméticos de acidos
nucleicos.

Un “agonista” es un compuesto quimico que se une a un receptor y activa el receptor para producir una respuesta
biologica. Mientras que un agonista causa una accion, un antagonista bloquea la accion del agonista y un agonista
inverso causa una accién opuesta a la del agonista.

Un “antagonista” es un ligando que bloquea las respuestas mediadas por el agonista al unirse a un receptor. La unién
de un “antagonista” altera la interaccién e inhibe la funcion de un “agonista” en los receptores. Los “antagonistas”
median sus efectos uniéndose al sitio activo o a sitios alostéricos de los receptores, o pueden interactuar en sitios de
unién unicos normalmente no implicados en la regulacion biolégica de la actividad del receptor. La “actividad
antagonista” “puede ser reversible o irreversible. La mayoria de los farmacos antagonistas consiguen su potencia
compitiendo con los ligandos o sustratos enddgenos en sitios de union definidos estructuralmente en los receptores.

“Respuesta”, por ejemplo, de una célula, tejido, 6rgano, u organismo, engloba un cambio en el comportamiento
bioquimico o fisiolégico, por ejemplo, la concentracion, densidad, adhesiéon o migracién con un compartimento
bioldgico, tasa de expresion genética, o estado de diferenciacion, cuando el cambio se correlaciona con activacion,
estimulacion, o tratamiento, o0 con mecanismos internos tal como la programacién genética.

“Actividad” de una molécula puede describir o referirse a la unién de la molécula a un ligando o a un receptor, a
actividad catalitica; o la capacidad para estimular la expresion genético o sefializacion celular, diferenciacion, o
maduracion; a la actividad antigénica, a la modulacion de actividades de otras moléculas, y similares. “Actividad” de
una molécula también puede referirse a la actividad de modulacién o mantenimiento de interacciones célula a célula,
por ejemplo, adhesion o actividad del mantenimiento de la estructura de una célula, por ejemplo, las membranas
celulares o el citoesqueleto.

“Actividad proliferativa” engloba una actividad que promueve, que es necesaria para, 0 que se asocia especificamente
con, por ejemplo, division celular normal, asi como cancer, tumores, displasia, transformacion celular, metastasis y
angiogénesis.

“Administraciéon” y “tratamiento”, como se aplica al tratamiento de un sujeto humano, sujeto de investigacion, sujeto
veterinario, animal, o célula, se refiere a poner en contacto un agente o composicién farmacéutica, terapéutica, de
diagnéstico, o un placebo, con el sujeto humano, animal, o célula. El tratamiento de una célula engloba el contacto de
un reactivo con la célula, asi como el contacto de un reactivo con un fluido, en el que el fluido esta en contacto con la
célula.

“Administraciéon” y “tratamiento” también engloba el tratamiento ex vivo, por ejemplo, el tratamiento ex vivo de una
célula, tejido, u 6rgano, seguido por el contacto de la célula, tejido u érgano con el sujeto o animal, incluso cuando el
agente o composicion se ha metabolizado, alterado, degradado, o eliminado, durante o después del tratamiento ex
vivo.

“Compuesto candidato” o “compuesto de ensayo” se refiere, por ejemplo, a una molécula, complejo de moléculas, o
mezcla de moléculas, en el que el compuesto candidato se utiliza en el desarrollo o identificacion de un agente
terapéutico o diagnostico. El ensayo o cribado de un compuesto candidato se utiliza para determinar si el compuesto
puede ser util como terapéutico o diagnostico. Los “compuestos candidatos” engloban, por ejemplo, polipéptidos,
anticuerpos, productos naturales, quimicos sintéticos, compuestos organicos, compuestos inorganicos, acidos
nucleicos y combinaciones de los mismos con un segundo terapéutico o diagnostico, o un vehiculo, diluyente,
estabilizador, o excipiente.

“Trastorno” o “enfermedad” se refiere a un estado patolégico, o una afeccién que se correlaciona con o predispone a
un estado patologico. En particular, “trastorno” o “enfermedad” es una deficiencia del estado normal del animal vivo o
el cuerpo humano o una de sus partes que interrumpe o modifica la actuacion de las funciones vitales, se manifiesta
normalmente por signos y sintomas caracteristicos, y es una respuesta a factores ambientales (tal como malnutricion,
riesgos industriales, o el clima), a agentes infecciosos especificos (tales como gusanos, bacterias o virus), defectos
inherentes del organismo (como anomalias genéticas o funcionalidad defectuosa del sistema inmunitario), o a
combinaciones de estos factores.

“Trastorno infeccioso” o “enfermedades infecciosas” se refiere, por ejemplo, un trastorno que resulta de un microbio,
bacteria, parasito, hongo patdgeno, virus y similares, asi como a una respuesta inmunitaria inapropiada, ineficaz, o
patolégica frente al trastorno.

“Trastorno oncogénico” engloba un cancer, célula transformada, tumor, displasia, angiogénesis, metastasis, y
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similares, asi como a una respuesta inmunitaria inapropiada, ineficaz, o patologica frente al trastorno.

“Cantidad eficaz” significa, por ejemplo, una cantidad de un agonista, antagonista de p75NTR, o compuesto o
composicion de union suficiente para mejorar un sintoma o signo de un trastorno, afeccién, o estado patologico.

“Expresion” se refiere a una medida del ARNm o polipéptido codificado por un gen especifico. Las unidades de
expresion puede ser una medicion, por ejemplo, del nimero de moléculas de ARNm o polipéptido/mg de proteina en
una célula o tejido, o en un extracto celular o extracto tisular. Las unidades de expresion pueden ser relativas, por
ejemplo, una comparacion de sefial de mamiferos de control y experimentales o una comparacion de seles con un
reactivo que sea especifico para el ARNm o polipéptido frente a un reactivo que no es especifico.

“Trastorno inflamatorio” o “enfermedad inflamatoria” significa un trastorno o afeccion patolégica en los que la patologia
da como resultado, en todo o en parte, un aumento en el nimero y/o un aumento en la activacion de células del
sistema inmunitario, por ejemplo, células T, células B, monocitos, macrofagos, macréfagos alveolares, células
dendriticas, células NK, células NKT, neutrdfilos, eosinéfilos o mastocitos.

Un “trastorno inmunitario” o “enfermedad inmunitaria” es una disfuncién del sistema inmunitario. Estos trastornos se
desarrollan debido a los componentes del sistema inmunitario que estan afectados, o debido a que el sistema
inmunitario esta sobre-activado o bajo-activado. Ademas, estos trastornos pueden ser congénitos o adquiridos.

“Inmunoterapia” significa el tratamiento de una enfermedad induciendo, aumentando, o suprimiendo una respuesta
inmunitaria. Las inmunoterapias disefiadas para provocar o amplificar una respuesta inmunitaria se clasifican como
inmunoterapias de activaciéon, mientras que las inmunoterapias que la reducen o suprimen se clasifican como
inmunoterapias de supresion.

“Inactivacion genética” (KO) se refiere a la reduccion parcial o completa de la expresion de al menos una parte de un
polipéptido codificado por un gen, por ejemplo, el gen p75NTR, en el que el gen es endégeno de una célula unica,
células seleccionadas, o todas las células de un animal tal como un mamifero. KO también engloba realizaciones en
las que la funcién biolégica esta reducida, pero en las que la expresion no esta necesariamente reducida, por ejemplo,
un polipéptido p75NTR que comprende un polipéptido p75NTR expresado que contienen un péptido, oligopéptido, o
polipéptido de inactivacién insertado. Las alteraciones en una secuencia codificante o una secuencia reguladora estan
englobadas en la técnica de inactivacion. La célula o el mamifero puede ser “nuligénico heterocigoto”, en la que un
alelo del gen enddégeno se ha alterado. De manera alternativa, la célula o el mamifero puede ser “nuligénico
homocigoto” en el que ambos alelos del gen enddgeno se han alterado. “Nuligénico homocigoto” no pretende limitar
la alteracion de ambos alelos a técnicas idénticas o resultados idénticos en el genoma. Se incluye en el alcance de la
presente invencién un mamifero en el que uno o ambos alelos p75NTR se han inactivado.

“Atenuacién genética” (KD) se refiere a una reduccion parcial de al menos una parte de un polipéptido codificado por
un gen, por ejemplo, el gen p75NTR, en el que el gen es endégeno de una linea celular, una unica célula, células
seleccionadas, o todas las células de un animal tal como un mamifero. La KD se consigue, por ejemplo, o la expresion
de un ARNip/ARNhp.

“Transgénico” se refiere a un cambio genético, producido por una técnica de modificacion genética que se hereda
establemente. Los métodos, células, y animales transgénicos incluyen cambios genéticos que resultan del uso de una
técnica de inactivacién genética, una técnica de insercion génica o cualquier otra técnica convencional para la
produccién de transgénicos.

Un “marcador” se refiere al fenotipo de una célula, tejido, érgano, animal, por ejemplo, un ratéon, o un sujeto humano.
Un marcador celular de superficie se refiere a una molécula que se localiza en la membrana plasmatica de un tipo
celular especifico o incluso un numero limitado de tipos celulares. Un marcador intracelular se refiere a una molécula
que se localiza dentro de la célula de un tipo celular especifico o incluso un nimero limitado de tipos de células.
Normalmente se utilizan en la identificacion de tipos celulares. Los marcadores se utilizan para detectar células, por
ejemplo, durante la purificacion, cuantificacién, migracién, activacion, maduracién, o desarrollo celular, y se puede
utilizar para estudios tanto in vitro como in vivo. Un marcador de activacion es un marcador que se asocia con la
activacion celular.

“Sensibilidad”, por ejemplo, sensibilidad de un receptor para un ligando, los medios que unen un ligando al receptor
resultan en un cambio detectable en el receptor, o en eventos o moléculas asociadas especificamente con el receptor,
por ejemplo, un cambio conformacional, fosforilacion, naturaleza o cantidad de proteinas asociadas con el receptor, o
cambio en la expresion genética o proteica mediada o asociada con el receptor.

“Receptor soluble” se refiere a receptores que son hidrosolubles y existen, por ejemplo, en los fluidos extracelulares,
fluidos intracelulares, o asociados débilmente con una membrana. Un receptor soluble se refiere adicionalmente a
receptores que se modifican para ser hidrosolubles.

“Especificidad de union”, “selectividad de unién”, y similares, se refiere a una interaccion de union entre un ligando
predeterminado y un receptor predeterminado que hace posible que se distinga entre el ligando predeterminado y
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otros ligandos, o entre el receptor predeterminado y otros receptores. Que se une “especificamente” o
“selectivamente”, cuando se refiere a un ligando/receptor, anticuerpo/antigeno, u otro para de unién, indica una
reaccion de unién que es determinante de la presencia de la proteina en una poblacién heterogénea de proteinas. Por
lo tanto, en condiciones determinadas, un ligando especificado se une a un receptor particular y no se une en una
cantidad significativa a otras proteinas presentes en la muestra.

Una “célula primaria” es una célula que se deriva directamente del cuerpo humano o animal.

“oligodesoxinucledtidos CPG” (o CPG ODN, “CPG” corto) son moléculas de ADN sintético de cadena sencilla corto
que contiene un desoxinucleotido citosina trifosfato seguido por un desoxinucleotido guanina trifosfato.

Un “gen” engloba la regién codificante de un polipéptido y cualquier secuencia codificante, por ejemplo, promotores,
operadores, amplificadores, intrones, sitios receptores y donantes de corte y empalme, sefiales de inicio y parada de
la traduccién y transcripcion. La regién codificante puede comprender un exén continuo, o puede comprender mas de
un exon, es decir, puede estar interrumpido por uno o mas intrones. Un “gen” puede englobar una o mas fases de
lecturas abiertas (ORF).

Una “vacuna” es una preparacion bioldgica que mejora la inmunidad contra una enfermedad particular. Una vacuna
contiene normalmente un ingrediente que se parece a un microorganismo causante de una enfermedad y a menudo
se fabrica con formas inactivadas del microorganismo, sus toxinas o una de sus proteinas de superficie. El ingrediente
estimula el sistema inmunitario del cuerpo para reconocer el ingrediente como ajeno, lo destruye y lo memoriza para
futuras infecciones. Las vacunas pueden ser profilacticas (por ejemplo, para prevenir o mejorar los efectos de una
infeccion futura por un microorganismo patégeno), o terapéuticas (por ejemplo, vacunas contra el cancer).

Un “adyuvante” es un agente farmacoldgico y/o inmunolégico que modifica el efecto de otros agentes. Los adyuvantes
son entidades quimicas organicas o inorganicas, macromoléculas o células completas de ciertos microorganismos
patégenos inactivados, que aumentan la respuesta inmunitaria a un antigeno. Se pueden incluir en una vacuna para
aumentar la respuesta inmunitaria a un antigeno suministrado a un sujeto, minimizando de esta manera la cantidad
de material ajeno inyectado. Los adyuvantes pueden aumentar la respuesta inmunitaria al antigeno de diferentes
maneras, por ejemplo, por activacion de la sefializaciéon del receptor tipo Toll (TLR), extendiendo la presencia de un
antigeno en la circulacion sanguinea, mejorando la absorcion del antigeno por las células presentadoras de antigeno,
activando macréfagos vy linfocitos y/o aumentado la produccion de citocinas.

Realizaciones preferidas de la invencion

La presente invencién proporciona un ensayo basado en células que comprende células primarias humanas o
animales o lineas celulares que expresan el receptor del factor de crecimiento de nervios p75NTR, caracterizado
porque se mide el efecto del agonismo o antagonismo de la sefializacion de p75NTR endicha célula o linea celular.
En una realizacion preferida, la presente invencidon proporciona un ensayo basado en células que comprende células
primarias humanas o animales o lineas celulares que expresan el receptor del factor de crecimiento de nervios p75NTR
y/o al menos una proteina seleccionada de entre el grupo que consiste en TLR4, TLR9, TLR7, TRAF3 y TRAF6 y
moléculas de sefalizacion de la ruta del receptor tipo Toll, que comprenden, pero no se limitan a MyD88, IRAK 1 a 4,
IRF3, IRF7, en el que se mide el efecto del agonismo o antagonismo de la sefializacion de p75NTR en dicha célula o
linea celular.

Adecuadamente, las células primarias utilizadas en el ensayo de la invencién son células dendriticas que comprenden,
pero no se limitan a células dendriticas plasmacitoides (CDP). Adicionalmente de manera adecuada, las lineas
celulares utilizadas en el ensayo de la invencién se derivan de células dendriticas plasmacitoides. En una realizacién
preferida, en el ensayo de la invencion se utilizan células o lineas celulares transgénicas, que se han modificado
genéticamente para que sobreexpresen p75NTR y/o receptores tipo Toll, TLR9 y/o TLR7, o modificadas para dar lugar
a una expresion reducida de los mismos utilizando ARNip, ARNhp o morfolinos.

La invencién proporciona adicionalmente el uso de un ensayo basado en células en métodos de cribado de sustancias
gue ejercen efectos agonistas y antagonistas sobre la sefializacion p75NTR.

En una realizacién adicional, la invencion proporciona un método de cribado de agonistas y antagonistas de la
sefalizacion por p75NTR.
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En una realizacién preferida, la invencion proporciona un método de cribado para agonistas y antagonistas de la
sefalizacion por p75NTR que comprende las etapas de:

o Poner en contacto una célula primaria animal o humana o linea celular que expresa el receptor del factor de
crecimiento de nervios p75NTR con una sustancia de ensayo debajo;

e Incubar dicha célula primaria animal o humana o linea celular durante un periodo de tiempo, que es suficiente para
efectuar la sefializacion por p75NTR.

¢ Determinar el efecto de la sustancia de ensayo sobre la célula primaria o linea celular;

e Comparar el efecto de la sustancia de ensayo en la célula primearia o linea celular con que contacta y las células
de control, y

¢ Seleccionar una sustancia de ensayo que agoniza o antagoniza con la sefalizacién con p75NTR.

Adecuadamente, las células de control o lineas celulares son células primarias, mas adecuadamente CDP.

La etapa de poner en contacto una célula primaria humana o animal o una linea celular que expresa el receptor del
factor de crecimiento de nervios p75NTR, con una sustancia de ensayo, se lleva a cabo preferentemente en
condiciones que permitan la interaccién de la sustancia de ensayo con el p75NTR proteico. Mas preferentemente, la
etapa de poner en contacto una célula primaria humana o animal o linea celular que expresa el receptor del factor de
crecimiento de nervios p75NTR, con una sustancia de ensayo, se puede llevar a cabo en condiciones que permitan la
interaccion de la sustancia de ensayo con el p75NTR proteico y/o la interaccion de la sustancia de ensayo con factores
corriente arriba o corriente abajo en la ruta de sefalizacién de p75NTR.

Las células de control son preferentemente células o lineas celulares que no se han puesto en contacto con el agente
de ensayo.

Mas preferentemente, las células de control son células o lineas celulares que no expresan el p75NTR o que expresan
p75NTR en cantidades reducidas. Dichas células o lineas celulares de control que no expresan p75NTR o que
expresan p75NTR en cantidades reducidas pueden ponerse en contacto opcionalmente con la sustancia de ensayo.

En una realizacién adicional, las celas primarias o lineas celulares se preactivan antes o durante su uso en los métodos
de ensayo y cribado de la invencién. Son adecuados para su uso en la preactivacion de las células primarias y lineas
celulares los agonistas de la sefializacion por TLR9. Los agonistas de la sefializacion por TLR9 son, por ejemplo, ADN
bacteriano, CPG ODN Clase A, tal como ODN 1585, ODN 2216, ODN 2336; CPG-ODN Clase B tales como ODN
BWO006, ODN D-SLO1 ODN 1668, ODN 1826, ODN 2006, ODN 2007 y CPG_ODN Clase C, tales como ODN D-SL03,
ODN 2395, ODN M362.

La sustancia de ensayo que se utiliza en los métodos de ensayo y/o cribado de la invencion puede ser un agonista de
p75NTR natural, tal como el factor de crecimiento de nervios (NGF), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
neurotrofina-3 (NT-3), neurotrofina-4 (NT-4) o neurotrofina-5 (NT-5), o una combinacion de los mismos.

La sustancia de ensayo que se utiliza en los métodos de ensayo y/o cribado de la invencién también puede ser un
precursor de un agonista de p75NTR, tal como pro-NGF, pro-BDNF, pro-NT-3, pro-NT-4, pro-NT5 o una combinacion
de los mismos.

El método se puede llevar a cabo en presencia o ausencia de un ligando natural del p75NTR, tal como un agonista de
p75NTR o un antagonista de p75NTR. Si el método se lleva a cabo en presencia de un ligando natural del p75NTR,
el método se lleva a cabo adecuadamente en condiciones que permitan la interaccion de la sustancia con el p75NTR
proteico o la interaccién de la sustancia de ensayo con dicho ligando natural de p75NTR.

El efecto antagonista o agonista de la sustancia de ensayo sobre la sefializacion de p75NTR en los métodos de ensayo
y/o cribado de la invencion se pueden medir basandose en el andlisis de expresiéon de citocinas. Las citocinas
adecuadas para el analisis de expresion en los métodos de ensayo y/o cribado de la invencién comprenden, por
ejemplo, el interferén alfa (IFNa), factor alfa de necrosis tumoral (TNFa), interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-13 (IL-13) y otras citocinas. Al igual que los efectos observados en el NGF se espera
que un agonista inhiba la expresion de la citocina Th1 IFNa, mientras que aumente la expresion de citocinas Th2 IL-
4, IL-5, IL-6, IL-13 y TNFa. Se esperaria que los antagonistas inhiban los efectos agonistas descritos de las
Neurotrofinas, cuando la Neurotrofina se puede derivar de la producciéon autocrina por la célula de ensayo o
suplementada externamente. Se espera que un antagonista cambie la produccién de citocinas a un perfil Th1 con
fuerte induccién de IFNa y una supresion o disminucion de la expresion de citocinas Th2 inflamatorias, por ejemplo,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 y TNFa.

El efecto antagonista o agonista de la sustancia de ensayo sobre la sefializacion de p75NTR en los métodos de ensayo
y/o cribado de la invencién se pueden medir adicionalmente basandose en el analisis de la cascada de sefalizacion
intracelular, por ejemplo, sus proteinas en cuanto al nivel de expresion y su activacién, por ejemplo, fosforilacion,
cascadas de sefializacion intracelular adecuadas para el andlisis en los métodos de ensayo y/o cribado de la invencién
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comprende por ejemplo, pero no se limita a la activacion de factores asociados con el receptor de TNF 3 (TRAF3) y 6
(TRAF®B), la activacion del modulador esencial NF-kappa-B (NEMO), la activacion de la cinasa IkB (IKK), la activacion
del factor regulador del interferon 3 (IRF3) y 7 (IRF7), la activacion de NF-kB (factor nuclear ‘potenciador de cadena
ligera kappa’ de células B activadas) y similares. Al igual que los efectos observados con NGF se espera que un
agonista inhiba la activacion de IRF3 e IRF7, mientras que se activan IKK y NF kappa (rutas canénica y no canoénica).
Un antagonista inhibiria los efectos agonistas descritos de Neurotrofina cuando la Neurotrofina se puede derivar de la
produccién autocrina por la célula de ensayo o suplementada externamente.

El efecto antagonista o agonista de la sustancia de ensayo de la sefializacién de p75NTR en los métodos de ensayo
y/o cribado de la invencion se pueden determinar adicionalmente basandose en la expresién de un marcador de
superficie y marcador intracelular. Los marcadores de superficie adecuados para el analisis de expresion en los
métodos de ensayo y/o cribado de la invencion comprenden por ejemplo, proteinas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad de Clase | (proteinas del MHC clase 1) y/o de Clase Il (proteinas del MHC de clase Il), CD80,
CD83, CD86, B100d antigeno de células dendriticas 2 (BDCA2), B100d antigeno de células dendriticas 4 (BDCA4),
interleucina 3 receptor alfa (CD 123), TLR7, TLR9 y similares. Basandose en los efectos observados con NGF se
espera que un agonista inhiba la regulacion positiva de moléculas del MHC sobre la superficie celular en entornos que
favorecen reacciones Th1, se espera que los agonistas en entornos que favorecen reacciones Th2 aumenten la
expresion en superficie de moléculas del MHC. Un antagonista deberia inhibir los efectos agonistas de Neurotrofina
descritos, cuando la Neurotrofina se puede derivar de la produccién autocrina de la célula de ensayo o suplementada
externamente.

El efecto antagonista o agonista de la sustancia de ensayo sobre la sefializacion de p75NTR en los métodos de ensayo
y/o cribado de la invencién se puede determinar adicionalmente basandose en la mediciéon de la captacion,
procesamiento intracelular y presentacion de antigenos externos. Los antigenos externos adecuados para el analisis
en los métodos de ensayo y/o cribado de la invencion comprenden por ejemplo los oligodesoxinucleodtidos CPG,
imiquod, albumina, preparaciones viricas, preparaciones bacterianas, péptidos artificiales o purificaciones de proteinas
y similares. Un agonista da lugar a un aumento de la captacion de antigenos externos por las CDP y un aumento de
presentacion de epitopos antigénicos sobre moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | y
clase Il para las células efectoras, dando como resultado una respuesta de célula efectora intensificada. Un
antagonista da lugar a una reduccién de la captacion y presentacion de antigenos, limitando por lo tanto la respuesta
de la célula efectora.

Las células primarias o lineas celulares que expresan p75NTR y que se utilizan en los métodos de ensayo y/o cribado
de la invencién, también se pueden coincubar con otras células que tienen un papel central en las respuestas
inmunitarias mediadas por células. La preferidas para su uso en dicha coincubacién son las células T.

En una realizacién preferida, la invencion proporciona un método de cribado para agonistas y antagonistas de la
sefalizaciéon de p75NTR que comprende las etapas de:

e Poner en contacto una célula primaria humana o animal o una linea celular que expresa el receptor del factor de
crecimiento de nervios p75NTR, que se coincuban con células T, con una sustancia de ensayo;

¢ Incubar dicha célula primaria humana o animal o linea celular y dichas células T durante un periodo de tiempo, que
sea suficiente para efectuar la sefializacion de p75NTR;

¢ Determinar el efecto de la sustancia de ensayo sobre la célula primaria o la linea celular y/o sobre las células T;

e Comparacion del efecto de la sustancia de ensayo en la célula primaria o linea celular y/o células T que se pusieron
en contacto con células de control; y

e Seleccionar una sustancia de ensayo que agoniza o antagoniza con la sefalizacion de p75NTR.

El método se puede llevar a cabo en presencia o ausencia de un ligando natural de p75NTR, tal como un agonista de
p75NTR o un antagonista de p75NTR. Si el método se lleva a cabo en presencia de un ligando natural de p75NTR, el
método se lleva a cabo adecuadamente en condiciones que permitan la interaccién de la sustancia con el p75NTR
proteico o la interaccién de la sustancia de ensayo con dicho ligando natural de p75NTR.

La etapa de poner en contacto una célula primaria humana o animal o una linea celular que exprese el receptor del
factor de crecimiento de nervios p75NTR, con una sustancia de ensayo, se lleva a cabo preferentemente en
condiciones que permitan la interaccién de la sustancia de ensayo con el p75NTR proteico. Mas preferentemente, la
etapa de poner en contacto una célula primaria humana o animal o la linea celular que expresa el receptor del factor
de crecimiento de nervios p75NTR, con una sustancia de ensayo, se puede llevar a cabo en condiciones que permitan
la interaccion con la sustancia de ensayo con el p75NTR proteico y/o la interaccion de la sustancia de ensayo con
factores corriente arriba o corriente abajo de la ruta de sefalizacion del p75NTR.

Las células de control son preferentemente células lo lineas celulares que no se han puesto en contacto con el agente
de ensayo.

En una realizacion preferida, se utilizan células de control que no expresan naturalmente el p75NTR. Esto permite que
el efecto de la sustancia de ensayo de la sefalizacion de p75NTR puede atribuirse directamente y sin ambigiiedades
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ala diana p75NTR. Ademas, se pueden reconocer posibles efectos secundarios de la sustancia de ensayo sobre otras
dianas. En consecuencia, los agentes de ensayo que presentan un efecto agonista o antagonista sobre la sefializacion
de p75NTR con alta especificidad y sin efectos secundarios no deseados se pueden cribar y seleccionar para un
posterior desarrollo.

En una realizacién adicional, las células dendriticas plasmacitoides en las que el p75NTR esta inactivado o atenuado,
se utilizan como células de control. De la misma manera, el nivel de p75NTR en las células de control puede reducirse
de otra manera. Mas adecuado de acuerdo con la invencién es el uso de células dendriticas plasmacitoides, en las
que la expresiéon de p75NTR esta reducida o inhibida, como células de control.

Dichas células de control o lineas celulares que no expresan naturalmente p75NTR o en las que el p75NTR esta
inactivado o atenuado pueden ponerse en contacto opcionalmente con la sustancia de ensayo.

El efecto antagonista o agonista de la sustancia de ensayo sobre la sefializacion de p75NTR en los métodos de ensayo
y/o cribado de la invencién, puede solo o adicionalmente con los pardmetros mencionados anteriormente,
determinarse adicionalmente basandose en la estimulacion de las células T coincubadas. La activacion de células T
se puede detectar adecuadamente determinando la expresion de citocinas de células T, tal como, por ejemplo,
quimiocinas, interferones, interleucinas, linfocinas y factor de necrosis tumoral; la proliferacion de células T; induccién
de clones de células T especificos de un antigeno y/o induccion de células T reguladoras.

La proliferacién de células T se puede medir como se describe en el presente documento en el Ejemplo 4.

La induccioén de clones de células T especificas del antigeno se puede medir por su secrecion de citocinas especificas
o por su proliferacion. Al ponerse en contacto con los antigenos, es decir, en cocultivos con las células presentadoras
de antigenos (es decir, las células dendriticas), los clones de células T secretan un patrén de citocinas. Las citocinas
especificas para una respuesta Th1 son IFNy e IL-2, para Th2, IL-5, IL-5 e IL-13, para Th17, IL-21, e IL-22 y para las
celas T reguladoras IL-9, IL-10 y TGF. La secrecién de citocinas de células T se puede medir con un ELISA, matrices
de perlas citométricas (CBA) o analisis ELISPOT. La proliferacion de células T se puede medir por cuantificacion de
la intensidad de un colorante fluorescente incorporado por las células T (es decir, CFSE) y su pérdida de intensidad
durante la proliferacion de células T utilizando citometria de flujo.

La induccion de células T reguladoras se puede determinar por ensayos de cocultivo con CDP (Gehrie et al., Methods
Mol Biol, 2011). En resumen, las células T intactas se aislaron del bazo de raton o sangre periférica humana mediante
separacion con perlas magnéticas (CD4+CD25-). Las células T se co-cultivaron con CDP en presencia de un mAb
anti-CD3 (150 ng/ml), 10 ng/ml de IL-2, y 10 ng/ml de TGFB. Después de 96 horas se tifieron las células T con
anticuerpos contra CD4, CD25 y FoxP3 (intracelular) para determinar el nimero de células T reguladoras activadas.
En paralelo, la secrecién de citocinas (es decir IL-10) de células T reguladoras se puede medir en el sobrenadante por
ELISA.

Para investigar el efecto antagonista o agonista de la sustancia de ensayo sobre la sefializacion de p75NTR in vivo,
se pueden administrar células primarias o lineas celulares, que expresan p75NTR y/o al menos uno de TLR4, TLR7
y/o TLR9 a modelos animales. La sustancia de ensayo se puede administrar a los mismos animales antes, junto con
o después de la administracion de las células primarias o lineas celulares. Ademas, las células primarias o lineas
celulares se pueden también pre-incubar con la sustancia de ensayo in vitro antes de la administraciéon a los modelos
animales.

En una realizacion adicional de la presente invencion, las células primarias o lineas celulares, que expresan p75NTR
y/o al menos un de TLR4, TLR7 y/o TLR9, se puede utilizar in vivo, es decir, administrarse a modelos animales, que
son especificos de enfermedades inmunitarias, inflamatorias o proliferativas. Los modelos animales adecuados se
seleccionan de entre, por ejemplo, modelos de asma alérgica inducida por OVA, otros modelos de enfermedades
alérgicas, modelos EAE en ratén o rata, modelos de diabetes, modelos SLE, modelos de trasplante, modelos de
GVHD, modelos tumorales y similares.

Los modelos adecuados de asma alérgica son, por ejemplo, ratones BALB/c y C57BL/6. Los ratones BALB/c montan
normalmente respuestas inmunitarias dominadas por Th2, y la induccién de parametros de respuestas alérgicas tales
como IgE especifica de alérgeno, hiper-respuesta de vias aéreas (AHR), e inflamacion eosinofilica de vias aéreas es
robusta. Por el contrario, los ratones C57BL/6 presentan respuestas inmunitarias dominadas por Th1, y tienen
limitaciones en el desarrollo de repuestas alérgicas de vias aéreas en comparacion con los ratones BALB/c
especialmente en el desarrollo de respuestas de IgE especificas del alérgeno y la respuesta de las vias aéreas a la
metacolina inhalada. Sorprendentemente, en respuesta al desafio con alérgeno, por ejemplo, a la ovoalbumina (OVA),
no desarrollan una repuesta eosinofilica robusta en el BALF, y en el tejido tiende a acumularse mas eosindfilos en el
parénquima que alrededor de las vias aéreas, a diferencia de los ratones BALB/c en los que los eosindfilos se
acumulan alrededor de las vias aéreas.

La encefalomielitis autoinmunitaria experimental (EAE) es el modelo experimental que se utiliza mas comunmente
para la enfermedad desmielinizante inflamatoria humana, la esclerosis multiple (MS). La EAE es una afeccion compleja
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en la que la interaccion entre varios mecanismos inmunopatologicos y neuropatolégicos dan lugar a una aproximacion
de las caracteristicas patologicas clave de MS: inflamacion, desmielinizacion, pérdida axonal y gliosis. Los
mecanismos contra-reguladores de resolucién de la inflamacion y remielinizacion también se producen en la EAE, lo
que, por lo tanto, también puede servir como modelo para estos procesos. Modelos in vivo bien conocidos de EAE
son por ejemplo el ratdbn C57BL/6, en el que la inmunizacion con MOG35-55 en adyuvante completo de Freund (CFA)
puede inducir una forma de EAE sostenida monofasica o crénica. La primera se caracteriza por areas multifocales,
confluentes de infiltracion inflamatoria mononuclear y desmielinizacion de la sustancia blanca periférica de la médula
espinal. Los macrofagos y células T CD4+ son los tipos celulares principales en el infiltrado inflamatorio. Otros modelos
de EAE son los ratones SJL/J (inmunizacién con PLP139-151), la rata Lewis (EAE activa y pasiva inducida por proteina
basica de mielina (MBP) o transferencia de células T especificas de MBP), y la rata Aguti Oscura (DA) (tejido singénico
del tejido de médula espinal o el MOG de rata recombinante se puede utilizar para inducir la EAE).

De particular interés para la presente invencion son los modelos animales de diabetes inmunomediada (Tipo 1A). Los
modelos susceptibles a la diabetes tipo 1 espontanea incluye el ratén diabético no obeso (NOD), la rata con tendencia
a Diabetes BioBreeding (BB-DP), la sub-linea con tendencia a diabetes Komeda (KDP) de la rata Lew.|.WRI Long-
Evans Tokushima Lean y la rata Lew.IARI/Ztm. Existen multiples modelos inducidos experimentalmente de diabetes
tipo 1 disponibles que incluyen: 1) ratones retrogénicos y transgénicos (Tg) en el receptor de célula T (TCR) con los
receptores de células T de clones diabetogénicos de origen natural 2) expresion de neo-antigenos (Ag) bajo el control
de un promotor de insulina de rata (RIP) para establecer la expresion del neo-autoantigeno que puede ser la diana de
autoinmunidad, y 3) la expresién dirigida por IRP de moléculas co-estimulantes de las células beta. Los ratones con
inactivacion de autoantigenos de isletas supuestos han permitido el ensayo directo de la significacion patégena de
moléculas diana especificas. Las cepas de ratones con mutaciones de genes asociadas con la diabetes tipo 1 en el
ser humano (FoxP3 y AIRE) se estan estudiando (incluyendo una mutaciéon AIRE “humano” dominante autosémica).

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmunitaria que afecta multiples sistemas organicos. El
LES se caracteriza por la pérdida de tolerancia a células B y T a uno o mas autoantigenos, dando como resultado una
inflamacién polisistémica. Las cepas de ratén que se utilizan mas comunmente que desarrollan una enfermedad
espontanea incluyen la F1 del cruce entre ratones Nueva Zelanda Negros y Nueva Zelanda Blancos (NZB/W), ratones
MRL/PR, y ratones BXSB/Yaa. Las manifestaciones clinicas e inmunolégicas comunes del LES en estas 3 cepas
incluyen células B y T hiperactivas (su presencia e interacciones entre ellas son necesarias para la enfermedad), los
altos titulos de varios autoanticuerpos dirigidos contra antigenos nucleares, el aclaramiento defectuoso de complejos
inmunitarios, y glomerulonefritis inmunitaria fatal.

El factor limitante para el trasplante satisfactorio de células madre hematopoyéticas (HSCT) es la enfermedad del
injerto contra el huésped (GvHD), un trastorno después del trasplante que resulta del ataque inmunomediado en el
tejido receptor por las células T del donante contenidas en el trasplante. La secuencia de eventos que da lugar al
desarrollo de la GvDH se ha definido extensamente utilizando modelos de raton. El trabajo anterior establecia que la
alorreactividad de las células T es la causa subyacente de la enfermedad (Korngold y Sprent, 1978; Sprent et al.,
1986). La patologia de los modelos de ratén de GvDH aguda y crénica se basa en la alorreactividad de células T, pero
cada forma tiene un fenotipo diferente debido a la implicacion diferencial de subconjuntos de células T citotoxicas
(CD8+) o auxiliares (CD4+). Las células T CD8+ del donante se activan cuando su receptor de células T (TCR) se une
a péptidos del receptor presentado en moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Los modelos in
vivo de raton adecuados se revisan en Schroeder M.A. & DiPersio J.F., Mouse models of graft-versus-host disease:
advances and limitations; Dis Model Mech. 2011 May;4(3):318-33.

Los modelos de tumor adecuados son el modelo de cancer de piel (melanoma B16) o modelo de céancer de
fibrosarcoma (linea celular MCA-102 o MCA-207). Después de la inyeccion de lineas celulares de cancer o células
tumorales primarias, los ratones C57BL/6 o BALB/c desarrollan canceres. Las células T y CD, preferentemente CDP,
se incuban con un lisado celular tumoral in vitro. A continuacion, las células T solas o en combinacién con CD se
inyectan en el ratén que alberga la célula tumoral. La eficacia de la inmunizacion con CDP se mide mediante
cuantificacion de desarrollo de metastasis y el desarrollo y actividad de células T citotoxicas. Otros modelos tumorales
en ratdn son, por ejemplo, el modelo de cancer de pulmon metastatico inducido por B16-F10 (Liu et al., JCI, 2008) o
el modelo de linfoma de células T E.G7 (Lou et al., J Immunol, 2007). En ambos modelos, se inyectaron CDP en los
ratones que albergaban el tumor (las células tumorales se habian inyectado antes), se inyectaron antes de que se
aplicaran las células tumorales o ambas en paralelo. Después de varios dias/semanas se podia medir el tamario del
tumor.

Los modelos de trasplante adecuados son trasplantes de érganos alogénicos en el ratén, por ejemplo, el trasplante
de piel y cardiaco, el trasplante de médula ésea, con co-trasplantes de CD, preferentemente CDP. Por ejemplo, los
ratones receptores B10.BR o BA.B10 se radiaron con 2 dosis de 5,5 Gy separadas por 3 horas el dia -2. El dia 0, los
ratones receptores se trasplantaron con combinaciones de 3 a 5 x 10° de HSC clasificados con FACS, 5 x 10* de pre-
CDP donantes clasificadas por FACS, y 3 x 10%0 1 x 10° de células T purificadas por MACS de donantes B6 CD45.1.
Los ratones se pesaron dos veces a la semana y se examinaron diariamente en cuanto a signos de GvHD como se
ha descrito previamente. Se practico la eutanasia a los animales moribundos que perdian mas de un 25 % del peso
corporal inicial, y los ratones que sobrevivieron hasta el final del experimento, y se procesaron los tejidos para el
analisis histopatoldgico de los sitios tréficos tumorales, incluyendo el higado, intestino delgado e intestino grueso. Se

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2699410 T3

llevaron a cabo analisis citométricos de flujo del quimerismo en leucocitos sanguineos los dias 40 (+1), 60 (+2), y 90
(+5) después del trasplante (Lu Y et al., Blood. 2012 Jan 26;119(4):1075-85). Ademas, se trasplantaron los corazones
en BALB/c como injertos heterotopicos completamente vascularizaron en C57BL/6 como se ha descrito. Los injertos
cardiacos BALB/c se trasplantaron suturando la aorta del donante y la arteria pulmonar del donante
terminolateralmente a la aorta abdominal inferior y la vena cava inferior del receptor C57BL/6, respectivamente. Los
ratones receptores recibieron inyecciones intravenosas en 0,5 ml de PBS en distintos momentos. Para la tolerancia,
los ratones se trataron con DST (1 x 107 esplenocitos del donante por via intravenosa) los dias -7 6 250 mg de mAb a
CDA40L los dias -7, -4, 0 y +4 (momentos respecto al trasplante). Un grupo recibia 100 mg de mAb de CD40L 30 d
después de tolerizacion y los ratones con rechazo a los 37-40 d. La funcién de injerto se controlaba dia si dia no por
palpacion abdominal. Se estudio la tolerizacion de los ratones 1, 5 y 10 semanas después del trasplante. Los ratones
que sobrevivian al injerto 10 semanas o mas se consideraban ‘tolerizados’ (llamados ‘tolerizados de 10 semanas’
aqui). Los ratones de control sin tratar recibieron IgG de hamster en PBS y el rechazo, definido como el cese completo
de latido palpable y se confirmaron por visualizacién directa en la laparotomia, se producia 1 semana después del
trasplante (Qian S et al, Hepatology. 1994 19:916-924).

En una realizacion preferida adicional, las células primarias o lineas celulares, que expresan p75NTR y/o al menos
uno de TLR4, TLR7 y/o TLR9 se preincubaron con la sustancia de ensayo o antagonistas y/o agonistas de p75NTR
en presencia o ausencia de agonistas naturales de p75NTR o precursores de los mismos. Los agonistas de p75NTR
naturales son por ejemplo el f actor de crecimiento de nervios (NGF), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
neurotrofina-3 (NT-3), neurotrofina-4 (NT-4) y neurotrofina-5 (NT-5) o una combinacién de los mismos. Los precursores
de agonistas p75NTR naturales son por ejemplo pro-NGF, pro-BDNF, pro-NT-3, pro-NT-4, pro-NT-5 o una
combinacién de los mismos.

La sustancia de ensayo se puede administrar a los modelos animales mediante cualquier via adecuada. Una
administracion tipica se lleva a cabo por via oral o intravenosa.

Las células primarias o lineas celulares, que expresan p75NTR y/o al menos uno de TLR4, TLR7 y/o TLR9, se inyectan
normalmente en la corriente sanguinea o en érganos o tejidos deseados especificamente de los modelos animales.

Con el fin de determinar el efecto antagonista o agonista de una sustancia in vivo, se puede detectar la activacion de
células T determinando la expresion de citocinas de células T tales como, por ejemplo, quimiocinas, interferones,
interleucinas, linfocinas y factor de necrosis tumoral; proliferacion de células T; induccion de clones de células T
especificas de antigeno y/o induccion de células T reguladoras en muestras obtenidas de animales tratados. Las
muestras son preferentemente muestras de sangre o muestras de tejido.

Preferentemente, dicha muestra y/o muestra de control ya se habia obtenido del animal tratado y/o el animal de control
antes de la determinacién del efecto de la sustancia de ensayo en el modelo animal.

La determinacion in vivo del efecto antagonista o agonista de una sustancia de ensayo se lleva a cabo preferentemente
en presencia de animales de control. Mas preferentemente, se utilizan animales de la misma especie y/o cepa, como
animales de control. Mas preferentemente, se utilizan animales que comprenden al menos células dendriticas
plasmacitoides, pero en las que el p75NTR no se expresa o se expresa a un nivel menor, como animales de control.
Esto permite que el efecto in vivo de la sustancia de ensayo sobre la sefalizacion de p75NTR se puede atribuir
directamente o sin ambigliedades a la diana p75NTR. Ademas, se pueden reconocerlos posibles efectos secundarios
de la sustancia de ensayo sobre las dianas. En consecuencia, los agentes de ensayo que muestran un efecto agonista
o0 antagonista sobre la sefializacion de p75NTR con alta especificidad y sin efectos secundarios indeseables se pueden
cribar y seleccionar para un desarrollo posterior.

En una realizacion, se utilizan animales que comprenden al menos células dendriticas plasmacitoides, pero en las que
el p75NTR esta inactivado, como animales de control.

Aligual, el nivel de p75NTR se puede reducir de otra manera. Adicionalmente es adecuado de acuerdo con la invencion
el uso de animales, que comprenden al menos células dendriticas plasmacitoides, pero en las que la expresion de
p75NTR esté4 reducida o inhibida, como animales de control.

Con el fin de proporcionar animales de control apropiados, en una realizacién de la invencion, se administran células
dendriticas plasmacitoides a los animales de control, las cuales no expresan naturalmente p75NTR, o en las que el
gen p75NTR esta inactivado o en las que la expresion del gen p75NTR esta reducida o inhibida. En otra realizacion,
el gen p75NTR puede estar inactivado o la expresion del gen p75NTR esta reducida o inhibida no solo en las células
dendriticas plasmacitoides sino también en las células endégenas de los animales de control.

La reduccién o inhibicion de p75NTR se pueden conseguir, por ejemplo, utilizando ARNhp, ARNip, nucleétidos
antisentido y similares.

Un ARN pequeiio ahorquillado o un ARN corto ahorquillado (ARNhp) es una secuencia de ARN que hace una vuelta
en horquilla estrecha que se puede utilizar para silenciar la expresion del gen diana mediante un ARN de interferencia
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(ARNi). La expresion del ARNhp en las células se consigue normalmente suministrando plasmidos o mediante
vectores viricos o bacterianos. EI ARN pequefio de interferencia (ARNip), a veces conocido como ARN corto de
interferencia o ARN silenciante, es una clase de moléculas de ARN de doble cadena de aproximadamente 20-25 pares
de bases de longitud. EI ARNip interfiere en la expresién de genes especificos con secuencias de nucleétidos
complementarias. EI ARNip funciona produciendo la rotura del ARNm después de la transcripcion dando como
resultado la no traduccioén.

En una realizacion preferida la invencion proporciona un método para la determinacion ex vivo del efecto antagonista
o agonista de una sustancia de ensayo en las muestras que se obtenian de los modelos animales mencionados
anteriormente y los animales de control después de que los modelos animales mencionados anteriormente hayan
recibido las células dendriticas plasmacitoides y la sustancia de ensayo.

La invencién se refiere adicionalmente a antagonistas y agonistas de la sefalizacion de p75NTR que se han
identificado con los métodos de ensayo y/o cribado de la presente invencién. Los agonistas y antagonistas — como se
identifican con los métodos desvelados en el presente documento pueden incluir proteinas, acidos nucleicos,
carbohidratos, anticuerpos, o cualquier otra molécula; por ejemplo, pueden incluir moléculas pequefias y compuestos
organicos que se unen al p75NTR mediante un mecanismo de tipo competitivo o no competitivo. Se preferian
antagonistas y agonistas de p75NTR de molécula pequeria.

En una realizacion adicional, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende al menos un
antagonista o agonista del p75NTR y al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en el presente aspecto de la invencion incluyen
composiciones en las que los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para conseguir el fin
pretendido con respecto a una de las enfermedades. La determinacion de una dosis terapéuticamente eficaz esta bien
en la experiencia de los expertos en la técnica y se puede estimar inicialmente en ensayos de cultivos celulares, por
ejemplo, de células neoplasicas, o en modelos animales, habitualmente ratones, ratas, conejos, perros, monos o
cerdos. Un modelo animal también se puede utilizar para determinar el intervalo de concentracion apropiado y la via
de administracion. Esta informacion se utiliza entonces cominmente para determinar las dosis utiles y las vias de
administracion en seres humanos.

Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad de ingrediente activo, por ejemplo, un anticuerpo contra
p75NTR, o un agonista, antagonista o inhibidor de p75NTR, que mejora sintomas particulares o condiciones de la
enfermedad. Por ejemplo, la cantidad que se va a administrar puede ser eficaz para inhibir la actividad del p75NTR.
La eficacia terapéutica y toxicidad puede igualmente determinarse por procedimientos farmacéuticos convencionales
en cultivos celulares o con animales de experimentacion, tal como calculando las estadisticas de la DE5O0 (la dosis
terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacién) o la DL50 (la dosis letal para el 50 % de la poblacion). La relacion
de dosis de efectos toxicos respecto a terapéuticos es el indice terapéutico, y se puede expresar como la relacion
DL50/DES0. Se prefieren las composiciones farmacéuticas que presentan grandes indices terapéuticos. Los datos
obtenidos de los ensayos de cultivos celulares y estudios en animales se utilizan en la formulacion de un intervalo de
dosificacién para uso en seres humanos. La dosificacion contenida en dichas composiciones esta preferentemente en
un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion varia
en este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada, la sensibilidad del paciente, y la via de
administracion.

Una dosificacion exacta la determinara normalmente el médico encargado a la luz de factores relacionados con el
sujeto que necesita el tratamiento, ajustandose la dosificacion y administracién para proporcionar un nivel suficiente
del resto activo o para mantener un efecto deseado. Los factores a tener en cuenta incluyen la gravedad del estado
de enfermedad, la salud general del sujeto, la edad, peso, y género del sujeto, la dieta, tiempo y frecuencia de
administracion, combinaciones farmacolégicas, reacciones de sensibilidad, y tolerancia/respuesta a la terapia. Las
composiciones farmacéuticas de accion prolongada se pueden administrar cada 33 o 4 dias, cada semana, o incluso
cada dos semanas, dependiendo de la semivida y velocidad de aclaramiento de la formulacién en particular.

En una realizacion preferida, la presente invenciéon proporciona un método para el tratamiento de enfermedades o
afecciones patolégicas que se relacionan con la sefalizacion de p75NTR, preferentemente de enfermedades
inmunitarias, que comprende la administracion de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agonista de p75NTR
o un antagonista de p75NTR o de una composicion farmacéutica que comprende los mismos a un sujeto que tiene
necesidad de los mismos.

De la misma manera, la invencion proporciona el uso de un agonista de p75NTR o un antagonista de p75NTR o de
una composicién farmacéutica que comprende los mismos en dichos métodos de tratamiento.

Ademas, los agonistas de p7SNTR y antagonistas de p75NTR o las composiciones farmacéuticas que comprenden
los mismos se proporcionan para su uso en el tratamiento de enfermedades o afecciones patolégicas que estan
relacionadas con la sefalizacion de p75NTR.

En una realizacion preferida adicional, la enfermedad o afeccién patolégica que se relaciona con la sefializacion de
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p75NTR, se selecciona de entre el grupo que consiste en enfermedades neurodegenerativas centrales o periféricas,
demencia senil, epilepsia, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, sindrome
de Down, enfermedades pridnicas, amnesia, esquizofrenia, depresion, trastorno bipolar, esclerosis lateral amiotréfica,
esclerosis multiple, afecciones cardiovasculares, dafio cardiaco post-isquémico, cardiomiopatias, infarto de miocardio,
insuficiencia cardiaca, isquemia cardiaca, infarto cerebral, neuropatias periféricas, dafio del nervio éptico y/o de la
retina, degeneracion retiniana pigmentaria, glaucoma, isquemia retiniana, degeneracion macular, traumatismos de la
médula espinal, traumatismos craneales, aterosclerosis, estenosis, trastornos de cicatrizaciéon de heridas, alopecia,
cualquier tipo de cancer, cualquier tipo de tumores, cualquier tipo de metastasis, cualquier tipo de leucemia, trastornos
respiratorios, inflamacién pulmonar, alergia, anafilaxia, asma, dermatitis atopica, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, dolor cutaneo, dolor somatico, dolor visceral, dolor neurolégico, dolor neuropatico crénico, dolor inflamatorio,
enfermedades autoinmunitarias, artritis reumatoide (poliartritis, oligoartritis), espondilitis anquilosante, colagenosis,
lupus eritematoso sistémico (LES), sindrome de SHARP, sindrome de Sjogren, escleroderma, polimiositis,
dermatomiositis, esclerosis sistémica progresiva, espondiloartritis (Enfermedad de Bechterew, artritis reactiva, artritis
enteropatica, artritis psoriasica, espondiloartritis no diferenciada), fiebre reumatica, sindrome de Aicardi-Goutieres,
vasculitis, enfermedad de granulomatosis de Wegener, nefritis, ictus, colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn,
enfermedad de Whipple, esclerodema, enfermedad de Stiffs, displasia broncopulmonar (BPD), bronquiolitis,
bronquiolitis asociada a RSV, diabetes mellitus, sindrome de fibromialgia, enfermedad celiaca, enfermedad de
Hashimoto, hipotiroidismo, hipertiroidismo, enfermedad de Addison, enfermedad de injerto contra huésped (GvHD),
trombocitopenia autoinmunitaria, anemia hemolitica autoinmunitaria, sindrome del Lofgren, enfermedad de Behcet,
sindrome nefrético, uveitis, artritis psoriasica, psoriasis (psoriasis en placa, psoriasis pustular), fracturas éseas,
enfermedades 6seas, osteoporosis y todas las enfermedades infecciosas bacterianas, fungicas, viricas, asi como las
infecciones con parasitos eucariotas.

En una realizacion adicional, la presente invencién proporciona una combinacién de al menos un compuesto
seleccionado de entre un agonista de la sefializacion de p75NTR o un antagonista de la sefializacion de p75NTR y un
activador de células dendriticas, preferentemente de células dendriticas plasmacitoides.

La invencién proporciona adicionalmente una composicion farmacéutica que comprende dicha combinacién de al
menos un producto seleccionado de entre un agonista de la sefializacion de p75NTR o un antagonista de la
sefializacion de p75NTR y un activador de una célula dendritica, preferentemente una célula dendritica plasmacitoide
y al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica que comprende dicha combinacién preferentemente es una composiciéon vacunal.

Dicho activado de la célula dendritica, preferentemente la célula dendritica plasmacitoide es preferentemente un
agonista del receptor TLR, mas preferentemente un agonista del TLR9.

La combinacién de al menos un compuesto seleccionado de entre un agonista de la sefalizacién de p75NTR o un
antagonista de la sefalizacion de p75NTR y un activador de una célula dendritica, preferentemente una célula
dendritica plasmacitoide, y la composicion farmacéutica que comprende dicha combinacion son especialmente
adecuadas para su utilizacion en inmunoterapia, tal como el tratamiento del cancer y enfermedades infecciosas. Mas
preferentemente, dicha combinacion o composicién farmacéutica que comprende dicha combinacion es adecuada
para su uso en el tratamiento de enfermedades alérgicas o en la desensibilizacion alérgica. Incluso preferentemente,
dicha combinacién o composicién farmacéutica que comprende dicha combinacién es adecuada para su uso en el
tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias crénicas, GvHD o después del trasplante
para evitar el fallo del injerto.

En una realizacion preferida adicionalmente los antagonistas o agonistas de la sefializacién de p75NTR se pueden
utilizar para inducir las condiciones que comprenden, pero no se limitan al efecto del injerto frente al efecto leucemia
(GvL). El GvL o injerto frente a efecto tumoral (GvT) es el aspecto beneficioso de la enfermedad del injerto contra el
huésped (GvL). La GvL principalmente es beneficiosa en las enfermedades de progresion lenta, por ejemplo, leucemia
cronica, linfoma de grado bajo, y algunos casos de mieloma multiple.

En una realizacion preferida adicional, la invencion proporciona un método de control de la eficacia de la terapia de
enfermedades o afecciones patoldgicas que se relacionan con la sefializacion de p75NTR en un sujeto que comprende
las siguientes etapas:

¢ Medicion de la activacion de las células T tal como la expresién de citocinas de células T, proliferacion de células
T, induccion de clones de células T especificas del antigeno, induccion de células T citotdxicas y/o induccion de
células T reguladoras en muestras tomadas en dos 0 mas ocasiones del sujeto; y

e Comparacion del nivel de expresion de citocinas de células T, células T proliferadas, clones de células T
especificos del antigeno, induccion de células T citotéxicas y/o células T reguladoras en una muestra tomada del
sujeto con el nivel presente en una muestra tomada del sujeto antes de comenzar la terapia, y/o una muestra
tomada del sujeto en un estadio anterior de una terapia.
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Las muestras se pueden tomar a intervalos sobre el resto de la vida, una parte de la misma, de un sujeto, es decir, las
muestras biologicas para controlar la eficacia de una terapia se pueden tomar en dos o mas ocasiones.
Adecuadamente, el tiempo que pasa entre dos tomas de muestras de un sujeto sometido a diagnéstico o control, sera
de 3 dias, 5 dias, una semana, dos semanas, un mes, 2 meses, 3 meses, 6 0 12 meses. Las muestras pueden tomarse
antes y/o durante y/o después de una terapia de enfermedad proliferativa, tal como una quimioterapia. En una
realizacion preferida, el método de control comprende la deteccion de un cambio de la cantidad de citocinas de células
T, células T proliferadas, clones de células T especificos de antigeno, induccién de células T citotdxicas y/o células T
reguladoras en muestras tomadas en dos 0 mas ocasiones.

El p75NTR en las CD, mas preferentemente en las CDP parece que funcionan como un interruptor maestro en la
regulacion de respuestas inmunitarias. La modulacion de respuestas inmunitarias en la funcion principal de los
adyuvantes vacunales. Por lo tanto, los agonistas y antagonistas del p75NTR proporcionan un medio de nuevos
adyuvantes.

La activacién de p75NTR en las CD, mas preferentemente en las CDP inducen fuertemente respuestas inmunitarias
Th2. Por lo tanto, los agonistas pueden reforzar las respuestas inmunitarias en vacunas dependientes de Th2. La
respuesta inmunitaria dirigida es similar a las sales de aluminio, pero funcionan sin inducir inflamacién local. Los
agonistas de p75NTR se pueden utilizar para sustituir los adyuvantes vacunales actuales o se podrian utilizar en
combinacién para reforzar una respuesta a la vacunacion.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere, por lo tanto, a una composicion vacunal que comprende
un modulador de la sefializacién de p75NTR, es decir, un antagonista o agonista de la sefializacién de p75NTR.
Preferentemente, la sefalizacion de p75NTR se modula en las células dendriticas que expresan p75NTR, mas
preferentemente en células dendriticas plasmacitoides que expresan p75NTR.

En una realizacion preferida, la invencién proporciona el uso de una composicion vacunal que comprende un agonista
de p75NTR para la modulacion de las respuestas inmunitarias que comprende, pero no se limita a la estimulacion de
la respuesta inmunitaria de Th2, la supresién de respuestas inmunitarias de Th1, la supresion de respuestas
inmunitarias de Th17, la supresién de la tolerancia a las p75NTR células T reguladoras p75NTR y similares.

Los agonistas de p75NTR preferidos para su uso en la composicién vacunal se seleccionan de entre el grupo que
comprende NGF, BDNF, NT-3, NT-4, NT-5 y similares.

Los agonistas de p75NTR que son adecuados para su uso en la composicion vacunal de la invencién se seleccionan
de entre los anticuerpos activantes, tales como un anticuerpo MC192 anti-p75NTR (Kimpinski et al., Neurosci 1999,
93:253-263), péptidos activantes y pequefias moléculas activantes (por ejemplo, LM11A y compuestos derivados, que
comprende, pero no se limitan a LM11A-24 o LM11A- 31, LM11A- 36) o estan codificados por un acido nucleico.

En una realizacion preferida adicional, la invencién proporciona el uso de una composiciéon vacunal que comprende
un antagonista de p75NTR para la modulacion de las respuestas inmunitarias que comprende, pero no se limita a la
supresion de las respuestas inmunitarias Th2, la estimulacion de las respuestas inmunitarias Th1, la estimulacion de
las respuestas inmunitarias Th17, la supresién de la tolerancia inducida por las células T reguladoras y similares.

Los antagonistas de p75NTR preferidos para su uso en la composicion vacunal de la invencion se seleccionan de
entre el grupo que comprende pro-NGF, pro-BDNF, pro-NT-3, pro-NT-4, pro-NT-5 y similares.

Los antagonistas de p75NTR preferidos adicionalmente, que son adecuados para su uso en la composicion vacunal
de la invencion se seleccionan de entre los anticuerpos bloqueantes (clones de anticuerpo monoclonal anti- p75NTR
humano: ME20.4, MLR2, HB-8737, NGFR5 y derivados p75NTR y versiones humanizadas de los mismos; y AB1554;
anticuerpos que evitan la union de las neurotrofinas al p75NTR: Tanezumab una version humanizada del mAb 911,
PG110, REGN475 y Fulranumab), el péptido de bloqueo tat-PEPS5; e inhibidores de molécula pequefia (derivados de
2-oxo-alquil-l-piperazina-2-ona; y moléculas pequefias que evitan el unién de neurotrofinas al p75NTR: PD 90780,
ALE-054, Ro 08-2750, Y1036).

Los péptidos bloqueantes preferidos inhiben especificamente la unién de TRAF6 al dominio intracelular de p75NTR
(los péptidos que bloquean la interaccién de p75NTR con TRAF6 incluyen péptidos de unién al motivo proteico
EGEKLHSDSGISVDS (SEQ ID No. 1) desde el dominio intracelular de p75NTR, los péptidos TRAF6 sefiuelo que
comprenden el péptido RPTIPRNPK (SEQ ID NO. 2).
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La composicién vacunal de la invencion puede comprender adicionalmente moduladores de la sefializacion de
p75NTR en combinacion con agentes inmunoestimulantes, que se seleccionan, por ejemplo, de entre monofosforil
lipido A (MPL) (tal como CPG, etc.), ARN de cadena dobla (ARNds), patrones moleculares asociados con patdgenos
alternativo (PAMP, tal como la endotoxina termolabil (TL) de E. coli; flagelina, saponinas (Quils, QS-21), potenciadores
inmunitarios de molécula pequefia (SMIP, por ejemplo, resiquimod [R848]), citocinas, quimiocinas y antigenos de
Mycobacterium tuberculosis.

La composicién vacunal de la invencion puede comprender adicionalmente moduladores de la sefializacion de
p75NTR en combinacién con compuestos de aluminio insolubles, fosfato calcico, liposomas, microparticulas (por
ejemplo, PLGA), emulsiones (por ejemplo, MF59, Montanidas), particulas tipo virus y vectores viricos.

La composicién vacunal de la presente invencién puede comprender células dendriticas aisladas, preferentemente
células dendriticas plasmacitoides, mas preferentemente células dendriticas aisladas que expresan p75NTR o CDP.
En una realizacién preferida, las células dendriticas aisladas se incuban ex vivo con al menos un modulador de la
sefial de p75NTR antes de la administracién de la composicion vacunal al sujeto.

En una realizacién preferida de la invencion, se utiliza al menos un agonista de p75NTR para sensibilizar dichas células
dendriticas aisladas para modular las respuestas inmunitarias que comprende, pero no se limitan a la estimulacion de
la respuesta inmunitaria de Th2, supresion de la respuesta inmunitaria de Th1, supresion de la respuesta inmunitaria
de Th17 y supresién de tolerancia inducida por células T reguladoras.

En una realizacion preferida mas de la invencion, se utiliza al menos un antagonista de p75NTR para sensibilizar
dichas células dendriticas aisladas para modular respuestas inmunitarias que comprenden, pero no se limitan a
supresion de la respuesta inmunitaria Th2, estimulacion de la respuesta inmunitaria Th1, estimulacion de la respuesta
inmunitaria Th17 y supresion de tolerancia inducida por células T reguladoras.

Cuando se codifica el agonista o el antagonista por un acido nucleico como un ARNhp o ARNip, dicho acido nucleico
se transfectar preferentemente en las células dendriticas dando lugar a la sobreexpresion del agonista o antagonista
en la célula dendritica.

En una realizacion preferida adicional, las composiciones vacunales comprenden un agonista de la sefializacion de
p75NTR seleccionado de entre el grupo que comprende NGF, BDNF, NT-3, NT-4, NT-5 o un antagonista de la
sefializacion de p75NTR seleccionado de entre el grupo que comprende pro-NGF, pro-BDNF, pro-NT-3, pro-NT-4,
pro-NT-5.

Ejemplos de antagonistas de la sefializaciéon de p75NTR, que son adecuados para su uso en vacunas de la invencion
y/o para su uso en terapia, preferentemente inmunoterapia de acuerdo con la invencion se selecciona de entre los
grupos que comprenden:

o Anticuerpos monoclonales anti- p75NTR humano, seleccionados de entre los clones ME20.4, MLR2, HB-8737,
y NGFRS5, derivados y versiones humanizadas de los anticuerpos mencionados anteriormente;

o El anticuerpo monoclonal anti- p75NTR murino AB1554;

o El péptido tat-PEP5, péptidos que bloquean la interaccion de p75NTR con TRAF6 seleccionados de entre
péptidos que se unen al motivo proteico EGEKLHSDSGISVDS (SEQ ID NO. 1) del dominio intracelular de p75NTR,
péptidos sefiuelo que comprenden el péptido RPTIPRNPK (SEQ ID NO. 2);

o Moléculas pequeiias seleccionadas de los derivados 2-oxo-alquil-piperacin-2-ona, derivados de la naftalimida
o ARNip, ARNhp, morfolinos, que bloquean la expresion de p75NTR o la sefalizacién corriente abajo;

o Antagonistas de neurotrofinas que evitan la unién de NGF o BDNF al p75NTR, seleccionados de entre:

= Anticuerpos: derivados y versiones humanizados de Tanezumab (una versién humanizada del mAb 911,
PG110, REGN475 y fulranumab;
= Moléculas pequefas tales como PD 90780, ALE-054, Ro 08-2750, y Y1036.

Ejemplos de activadores de una célula dendritica preferentemente una célula dendritica plasmacitoide que sean
adecuados para su uso en las vacunas de la invencion y/o para su uso en terapia, preferentemente inmunoterapia de
acuerdo con la invencion se selecciona de entre el grupo que comprende:

= Agonistas del TLR9, tal como:

ADN bacteriano;

CPG-ODN Clase A, tales como el ODN 1585, ODN 2216, ODN 2336;

CPG-ODN Clase B, tales como ODN BW006, ODN D-SL01 ODN 1668; ODN 1826, ODN 2006, ODN 2007; y
CPG-ODN Clase C, tal como ODN D-SL03, ODN 2395, ODN M362.

Ejemplos de agonistas de la sefializacién de p75NTR que son adecuados para su uso en las vacunas de la invencion
y/o para su uso en terapia, preferentemente en inmunoterapia de acuerdo con la invencion se seleccionan de entre el
grupo que comprende:
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o Neurotrofinas, seleccionadas de entre NGF, NGF-Delta 9/13 mutante, BDNF, NT-3, NT-4, NT-5, pro-NGF, pro-
BDNF, pro-NT-3, pro-NT-4, pro-NT-5;

o Moléculas pequeias seleccionadas de LM11A-24 o LM11 A-31;

o Acidos nucleicos que codifican p75NTR, p75NTR activo constitutivamente, o fragmentos de los mismos.

La invencion se describe adicionalmente a continuacién en los siguientes ejemplos de trabajo
Ejemplos de la invencion

Ejemplo 1: Muestras de sangre periférica humana

Las muestras de sangre utilizadas para la purificacion celular se obtuvieron de dos fuentes diferentes:

a) muestras recientes de la capa leucocitaria de no mas de 8 horas, que servian como la fuente de las células
dendriticas plasmacitoides (CDP) que se utilizando en los experimentos con oligodesoxinucleétidos (ODN) y
estimulacion de anti-FceRla.

b) células T CD4+ auxiliares y CDP utilizadas en los ensayos de proliferacion de celas T CD4+ se purificaron de la
sangre periférica (80 ml) obtenida de especies donantes que se sabe que tienen alergia a ciertos alérgenos. La
sangre periférica se extrajo en tubos que contenian Li-Heparina como anticoagulante (S-Monovette Li-Heparin 7,5
ml, Sarsstedt).

Ejemplo 2: Separacion de linfocitos de la sangre periférica por centrifugacion en gradiente de densidad

La sangre periférica se transfirié a un tubo de 50 ml y se centrifug6 (470 g durante 30 minutos a temperatura ambiente
(TA). La capa de leucocitos intermedia, entre los eritrocitos sedimentados y la fase de trombocitos superior, se extrajo
junto con pocos mililitros de eritrocitos. En un tubo nuevo de 50 ml se diluyeron los leucocitos con 3 volimenes de IX
PBS que contenia2 mM de EDTA y un 0,5 % de BSA (PBS E/B). La mezcla cubrié cuidadosamente en la parte superior
con solucion de separacion ficoll (solucion de separacion Percoll, densidad 1,074 g/ml, Biochrom AG) y se centrifugo
(1000 g sin freno durante 20 minutos a TA). Los eritrocitos y granulocitos sedimentados en el fondo del tubo, las células
mononucleares (linfocitos) y las plaquetas se recolectaron en un tubo nuevo a partir de la interfaz entre la capa de
plasma en la fase superior y los eritrocitos/granulocitos sedimentados. Las células recolectadas se lavaron una vez
con 50 ml de PBS E/B y se centrifugaron (200 g durante 15 minutos a TA). Se eliminé completamente el sobrenadante.
Para agotar las plaquetas, a continuacion del primer lavado el aglomerado de celas mononucleares se lavé dos veces
afnadiendo 50 ml de PBS E/B y se centrifugd (200 g durante 15 minutos a TA). Al centrifugar a 200 g, la mayoria de
las plaguetas se mantenian en el sobrenadante. El sobrenadante se desech6. El aglomerado de linfocitos se
resuspendié en 20 ml de PBS E/B. Para retirar los aglomerados y coagulos sanguineos, que pueden atascar las
columnas de separacién celular MACS durante las purificaciones celulares, las células se pasaron a través de una
malla de nylon que tenia 40 um de tamafio de poro (Cell Strainer, BD Biosciences).

Ejemplo 3: Purificaciones celulares

Purificacién de células T CD4+ auxiliares

Se contaron las células mononucleares separadas de la sangre periférica. Se purificaron las células T CD4+ auxiliares
de entre las células mononucleares de la sangre periférica por seleccion negativa utilizando el kit 1l de aislamiento de
células T CD4+ (Miltenyi Biotec) segun las instrucciones del fabricante, con ligeras modificaciones. En resumen, el
aglomerado celular se resuspendié en 50 ul de PBS E/B. Después, se afiadieron 12 ul de coctel de anticuerpos
marcado con biotina por cada 107 células totales y la suspension celular se incub6 a 4 °C durante 15 minutos. Se
afadieron 50 ul de PBS E/B seguido por la adicion de 25 ul de microperlas anti-biotina por cada 107 células totales.
Las células se incubaron a 4 °C durante otros 20 minutos, seguido por lavado con 10 ml de PBS E/B y centrifugacion
(470 g durante 6 minutos). El sobrenadante se extrajo completamente y el aglomerado se resuspendié en 500 ul de
PBS E/B. La suspension se aplicoé a una columna de separacion MACS MS equilibrada y la fraccion enriquecida con
células T CD4+ auxiliares se obtuvo del flujo directo. La pureza de las células T CD4+ auxiliares estaba por encima
del 95 % como se evalud por analisis citométrico de flujo después de co-tincién con un anticuerpo monoclonal de ratén
anti-CD3-PE humano (BD Biosciences) y anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD4-FITC humano (BD Biosciences).
Cuando se utilizaban mas de 107 células, los volimenes de reactivos y tampoén se escalaban en consecuencia.

Purificacién de células dendriticas plasmacitoides (CDP)/BDCA4+

Al igual que en el aislamiento de las células T CD4+ auxiliares a partir de las células de la sangre periférica, se
determin6 el numero total de células antes de la purificacion de CDP. Las CDP se purificaron utilizando el kit de
microperlas CD304 (BDCA-4/Neurofilina-1) (Miltenyi Biotec) por seleccion positiva, siguiendo las instrucciones del
fabricante con algunas modificaciones. En resumen, se centrifugé la suspension celular (450 g durante 6 minutos) y
se resuspendid el aglomerado en 300 ul de PBS E/B. Entonces se afiadieron 100 ul de reactivo de bloqueo FcR y
microperlas CD304 (BDCA-4/Neurofilina-1) por 102 células totales. La suspension células se incubd a 4 °C durante 20
minutos. Las células se lavaron con 10 ml de PBS E/B y se centrifugaron (470 g durante 6 minutos). El aglomerado

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2699410 T3

células se resuspendié en 500 ul de PBS E/B y se carg6 en una columna de separacion celular MACS LS aclarada
(Miltenyi Biotech). Las células marcadas se unian a la columna de separacion celular. La columna de separacion se
lavo tres veces con 1 ml de PBS E/B. Para aumentar la pureza de las CDP, la fraccién eluida se enriquecié sobre una
segunda columna de separacion celular MACS MS. Se repitié un procedimiento de separacion celular magnética como
se ha descrito para la primera columna LS para la segunda columna MS excepto que el lavado de la columna MS se
llevé a cabo con 500 ul de PBS E/B. Las CDP purificadas se contaron y se evalu6 la pureza por analisis citométrico
de flujo tras la tincién de las células con anticuerpo monoclonal de raton anti-BDCA2-PE humano (Miltenyi Biotech) y
anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD271-APC humano (Miltenyi Biotech). El volumen de los reactivos y los
tampones mencionados son para hasta 10% de células totales. Cuando se utilizaban un nimero de células totales
mayor que el determinado el volumen de reactivo y tampones también se escalaron en consecuencia.

Ejemplo 3: Estimulaciones de CDP in vitro

IFN-alfa producido por CDP estimuladas con oligodesoxinucleétidos (ODN)

Las CDP aisladas de la sangre periférica se pusieron en medio RPMI 1640 (PAA) que contenia penicilina G (100 U/ml),
estreptomicina (100 mg/ml), L-glutamina (2 mM), un 10 % de suero bovino fetal inactivado por calor (FCS) e
interleucina-3 (IL-3, R&D Systems) a 10 ng/ml. Se sembraron 5 x 10 células por pocillo en 200 ul de medio en una
placa de 96 pocillo con fondo en forma de U y se incubaron con un 5 % de CO2 y 37 °C. Para la induccion de IFNa,
se afadieron 0,33 ug/pocillo de ODN 2216 estimulante y ODN 2243 de control (Alexis Biochemicals), a los pocillos
designados. Se empled el péptido de bloqueo de p75NTR TAT-Pep5 (Calbiochem) a 100 nM para los pocillos
designados. Se afadi® NGF (R&D Systems) a 200 ng/ml a los pocillos localizados. Todos los componentes se
afnadieron en el orden se sucesion que se menciona. Después de 12-14 horas de estimulacién la placa se centrifugo
(270 g durante 5 minutos). El sobrenadante se recolect6 y se analizd en cuanto a la cuantificacién de IFNa por ELISA
(Bender MedSystems).

ELISA de IFNa

Se llevé a cabo el ELISA de INFa de acuerdo con las instrucciones del fabricante con ligeras modificaciones. En breve,
se afiadieron 100 ul de 10 ug/ml de anticuerpo de revestimiento en PBS a cada uno de los pocillos situados en una
placa EIA/RIA stripwell plana de 96 pocillos (Corning Incorporated). La placa se cubridé con Parafilm M (Pechinery
Plastic Packaging Company) y se incubé durante una noche a 4 °C. Los pocillos se aspiraron y lavaron tres veces con
tampon de lavado (PBS que contenia un 0,05 % de Tween 20). La placa se bloqued afiadiendo 250 ul de tampén de
ensayo (5 g BSA anadido a 1 litro de tampén de lavado) a cada pocillo y se incubd a temperatura ambiente durante 2
horas. Antes de afadir las muestras, los pocillos se vaciaron y la placa se lavé dos veces con 300 ul de tampén de
lavado. Se afiadieron 100 ul de tampén de ensayo por duplicado a pocillos en blanco y los pocillos situados como
referencia, dejando los primeros pocillos (500 pg/ml) vacios. Se afiadieron 90 ul de tampon de ensayo por duplicado
a todos los pocillos designados para los ejemplos. Se diluyeron 50 ng/ml de IFN-alfa de referencia en 500 ul de tampén
de ensayo para obtener una concentracion final de 500 pg/ml. Las diluciones de las lineas de INF-alfa variaban de
500 a 8 pg/ml que servian como referencia. Se afadieron 10 ul de sobrenadante y se mezclé en los pocillos
localizados. Se diluyé 1:1000 de anticuerpo de deteccion conjugado con peroxidasa de rabano rusticano (HRP) con
tampon de ensayo y se afiadieron 50 ul a todos los pocillos, incluidos los pocillos de blanco. La placa se incub6 a
temperatura ambiente durante 2 horas. Los contenidos de los pocillos se retiraron y se lavaron los pocillos veces con
300 ml de tampon de lavado por pocillo. Se afiadieron 100 ul de 3,3’,5,5-Tetrametilbencidina (TMB) como solucién de
sustrato (Sigma) a todos los pocillos y se incubé la placa a temperatura ambiente durante 10 minutos. Cuando se
desarrollé un color azul oscuro en el pocillo con las referencias con mas alta concentracion proteica, se paro6 la reaccion
enzima-sustrato afiadiendo 100 ul de solucion de acido sulfurico 4 N en cada pocillo. Se leyé la absorbancia de toda
la placa en un espectrofotometro (TECAN, Infinite 200) a 450 nm como longitud de onda primaria y 630 como longitud
de onda de referencia.

IL-6 producida por CDP activadas antiFceRla

Las CDP aisladas de la sangre periférica se pusieron en medio RPMI 1640 (PAA) con penicilina G (100 U/ml),
estreptomicina (100 ng/ml), L-glutamina (2 mM), un 10 % de suero bovino fetal inactivado por calor e IL-3 (R&D
Systems) a 10 ng/ml. Se sembraron 2 x 10° células por pocillo en 200 ul de medio en placas de 96 pocillos con fondo
en forma de U y se incubaron con un 5 % de CO2 y 37 °C. Para la generacion de IL-6, se afiadi6 anticuerpo de ratén
anti-FceRI-alfa-FITC humano (eBioscience) a 250 ng/ml a los pocillos designados. El péptido de bloqueo de p75NTR
TAT-Pep5 (Calbiochem) se empled a 100 nM en los pocillos designados. Se afadi6 NGF (R&D Systems) a una
concentraciéon de 25 ng/ml a los pocillos especificados. Todos los componentes se afiadieron siguiendo la secuencia
mencionada. Después de una estimulacion de 15 horas, la placa se centrifugd 270 g durante 5 minutos). El
sobrenadante se analizé en cuanto a IL-6 por ELISA (Bender MedSystems).
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ELISA de IL-6

Se llevé a cabo el ELISA de la IL-6 siguiendo las especificaciones de fabricante con pocas modificaciones. En resumen,
se afadieron 100 ul de anticuerpo de revestimiento a 2,5 ug/ml en PBS a cada pocillo colocado en una placa EIA/RIA
stripwell de 96 pocillos (Corning Incorporated). La placa se cubrié con Parafilm M (Pechinery Plastic Packaging
Company) y se incub6 durante una noche a 4 °C. Se aspiraron los pocillos y se lavaron tres veces con 200 ul de
tampon de lavado (PBS que contenia un 0,0005 % de Tween 20) por pocillo. La placa se bloqueé afiadiendo 350 ul
de tampon de ensayo (tampon de lavado que contenia un 0,005 % de BSA) a cada pocillo y la placa se incub6 a
temperatura ambiente durante 23 horas. Antes de afiadir las muestras, los pocillos se vaciaron y la placa se lavé dos
veces con 300 ul de tampén de lavado. Se afiadieron 100 ul de tampo6n de ensayo por duplicado a los pocillos de
blanco y los pocillos localizados para la referencia. Se afiadieron 60 ul de tampén de ensayo por duplicado a todos los
pocillos designados para las muestras. Se diluyeron IL-6 proteica de referencia a 2 ng/ml en 250 ul de tamp6n de
ensayo para obtener una concentracién final de 200 pg/ml. Diluciones en serie de IL-6 proteica que variaban de 100
a 1,6 pg/ml servian como referencia. Se afiadieron 40 ul de sobrenadante y se mezclaron en los pocillos colocados
para las muestras. Se diluyé un anticuerpo de deteccion conjugado con biotina 1:1000 con el tamp6n de ensayo y se
afadieron 50 ul a todos los pocillos. La placa se incubé a temperatura ambiente durante 2 horas. Los contenidos de
los pocillos se retiraron y se lavaron 3 veces con 300 ul de tampén de lavado por pocillo. Se afiadieron 100 ul de
estreptavidina-HRP, diluido 1:5000 con tampdn de ensayo a todos los pocillos y la placa se incubd a temperatura
ambiente durante una hora. Los pocillos se aspiraron y se lavaron 3 veces con 300 ul de tampoén de lavado por pocillo.
Se afadieron 100 ul de solucion de sustrato TMB (Sigma) a todos los pocillos, incluyendo los pocillos en blanco y se
incubéd la placa en oscuridad a temperatura ambiente durante 10 minutos. La reaccién enzima-sustrato se pard
anadiendo 100 ul de acido sulfurico 4 N, en cada pocillo antes de que los pocillos positivos no se pudieran registrar
apropiadamente. Se ley6 la absorbancia de la placa completa en un espectrofotémetro a 450 nm como longitud de
onda primaria y 620 nm demo longitud de onda de referencia.

Ejemplo 4: Ensayo de proliferacion de células T mediada por antigeno

Marcado de células T CD4+ auxiliares con succinimidil éster de carboxifluoresceina (CFSE)

Las células T CD4+ auxiliares (véase anteriormente) se lavaron una vez con PBS. Se resuspendieron 3-8 x 10 células
en 1 ml de PBS que contenia un 5 % de BSA. Se disolvié una alicuota de CFSE en polvo (Molecular Probes, Invitrogen
Technologies) en 18 ul de DMSO para obtener una concentracion final de 5 mM. Las células T CD4+ se tifieron con
una concentracion final de CFSE de 1 uM incubando la suspensién celular mas 1 uM de CFSE a 37 °C durante 8
minutos. Se afadio 1 ml de FCS precalentado a la suspensién y se lavaron las células con medio RPMI dos veces.
Se determin6 el numero de células.

Cocultivo de CDP autélogas y células T CD4+ auxiliares marcadas con CFSE

Se ensayaron las respuestas de proliferacion de células T CD4+ auxiliares mediada por antigeno utilizando células T
CD4+ purificadas y marcadas con CFSE en cocultivo con células PDC/BDAC4*. Las células T y CDP se
resuspendieron separadamente en medio RPMI-1640 suplementado con penicilina G (100 U/ml), estreptomicina (100
mg/ml), L-glutamina (2 mM) y un 10 % de suero AB humano. La relacion de CDP respecto a célula T en cocultivo se
mantuvo en 1:6. Los antigenos se afiadieron al cocultivo a 50 SBE U/ml. EI NGF se afiadié a la concentracion de 5,
25y 50 ng/ml. El ensayo se realiz6 en una placa de 96 pocillos con fondo en U a 37 °C en un 5 % de CO2. Después
de 5 dias de cocultivo, se analizé el sobrenadante en cuanto a citocinas Th1/Th2 utilizando un kit de citocinas Th1/Th2
humanas con matriz de perlas de citocinas BD (CBA) (BD Biosciences) y los porcentajes de proliferacion células T
CD4* con bajo CFSE se analizaron por citometria de flujo.

Medicidén de citocinas por matriz de perlas con citocinas (CBA)

Se determinaron las concentraciones de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFNy y TNFa en el sobrenadante utilizando el kit CBA
siguiendo las instrucciones del fabricante con modificacién en el andlisis de datos utilizando Excel de Microsoft. En
resumen, una CBA comprende perlas que presentan series de intensidades de fluorescencia diferentes que se
redisuelve en un canal FL3 de un citémetro de flujo. Cada serie de perlas esta recubierta de un anticuerpo monoclonal
especifico de una unica citocina, y una mezcla de seis perlas pueden detectar seis citocinas diferentes en una tnica
muestra. El anticuerpo de deteccion conjugado con PE tifie las perlas proporcionalmente con la cantidad de citocina
unida. Después de la calibracion de intensidad y procedimientos de compensacion de color, se analizaron las
referencias y la muestra de ensayo (sobrenadante) con el citometro de flujo LSRII FACS equipado con el software
DIVA (BD Biosciences). La curva de referencia creada para cada citocina se utilizdé para calcular la concentraciéon de
citocina. Los limites de deteccién mas bajas de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNFa e IFNy eran 2,6 pg/ml, 2,6 pg/ml 2,4 pg/ml,
2,8 pg/mly 7,1 pg/ml, respectivamente.

Ejemplo 5: La neurotrofina NGF aumenta fuertemente el asma alérgica mediada por CDP en ratones
La NGF esta presente en el puimon y aumenta durante los procesos inflamatorios tales como asma alérgica. Para

investigar el impacto de NGF sobre las CDP durante la respuesta inmunitaria mediada por alérgeno, se incubaron
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CDP p75NTR** con ovoalbimina (OVA) en presencia o ausencia de NGF (100 ng/ml) antes de la instilacion
intratraqueal a los ratones p75NTR** En el BALF, el nimero de eosindfilos y linfocitos habia aumentado
significativamente cuando la captacién de OVA por las CDP se llevaba a cabo en presencia de NGF en comparacién
con las CDP incubadas solo con OVA (Fig. 1a, b). Ademas, las CDP cargadas con OVA tratadas con NGF causaban
el aumento de produccion de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) en el pulmdn en comparacion con CDP pulsadas con
OVA en ausencia de NGF (Fig. 1c). Las secciones histologicas de pulmén de los ratones que recibieron CDP cargadas
con OVA presentaban un aumento de produccion de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) en el pulmén en comparacién
con las CDP pulsadas con OVA en ausencia de NGF (Fig. 1c). Las secciones histolégicas del pulmon de los ratones
que recibieron CDP cargadas con OVA presentaban un aumento de la inflamacién perivascular y aumento de la
produccién de mucus (Fig. 1d). El tratamiento de CDP con NGF durante el fenotipo inflamatorio potenciado por
captacion de OVA en el pulmén (Fig. 1d). Por el contrario, las CDP p75N™R'- cargadas con OVA en presencia o
ausencia de NGF no eran capaces de inducir inflamacién de vias aéreas (datos no mostrados). Los datos de los
inventores indican que el NGF desencadena las CDP que expresan p75NTR en un fenotipo proinflamatorio, dando
lugar a una inflamacion de las vias aéreas mas grave en el modelo asmatico.

Ejemplo 6: El NGF regula la produccién de interferén alfa (IFNa) (respuesta Th1) mediante CDP estimuladas
con ODN (Oligodesoxinucleoétidos)

Las CDP humanas expresan el receptor 9 tipo Toll (TLR9). EI ODN 2216 estimulante (Clase A CpG ODN) se reconocen
por el TLR9 expresado por las CDP. El reconocimiento de ODN 2216 por el TLR9 activa las CDP e induce la secrecién
de INFa antivirico (respuesta Th1). Los inventores estimularon las CDP purificadas de sangre periférica humana con
ODN 2216 mas menos NGF a 200 ng/ml. Después de 14 horas de estimulacion el sobrenadante se recolecté y se
analiz6 respecto a la secrecion de INFa por ELISA. Los inventores utilizaron 20 muestras en el estudio durante los
meses de mayo, junio y julio. Los resultados de los inventores revelaban una reduccion significativa (p = 0,0031) en la
secrecion de INFa por el ODN 2216 mas CDP activadas por NGF 200 en comparacion con las CDP activadas con
ODN 2216 sin NGF (Fig. 6a). Sin embargo, las concentraciones menores de 200 ng/ml no daban lugar a una secrecion
de INFa significativamente diferente por las CDP activadas con ODN 2216 en comparacioén con las CDP activadas por
ODN 2216. EI ODN 2243 de control no estimulaba las CDP para nada, por lo tanto, no se detectaba INFa en el
sobrenadante.

Para probar que la regulaciéon de la secrecion de INFa en las CDP activadas por ODN 2216 por NGF es mediante
CD271 y no a través de TrkA, los inventores utilizaron el TAT-Pep 5 (inhibidor de la sefalizacion de p75NTR) para
rescatar la produccion de INFa mediada por NGF por las CDP activadas por ODN 2216. En total se analizaron 23
muestras de capas leucocitarias. El analisis estadistico que se llevd a cabo sobre las 23 muestras colectivamente no
revelaba diferencias significativas en la produccion de INFa inducida por NGF por las CDP activadas por ODN 2216
comparacion con la de las CDP activadas por ODN 2216 sin NGF. Solamente la excepcion en las que las CDP
activadas por ODN 2216 + NGF200 + Pep5 demostraba una diferencia significativa (p = 0,0471) en la secrecion de
INFa en comparacioén con las CDP activadas por ODN 2216 (Fig. 6b).

Sin embargo, para las muestras que presentaban una disminucién de la produccion de INFa dependiente de NGF, la
adicion de TAT-Pep5 (100 nM) recuperaba significativamente (p = 0,0168) la secrecion de INFa mediada por NGF en
las CDP activadas por ODN 2216 inhibiendo la sefalizacién de CD271 inducida por NGF. El TAT-Pep5 por si mismo
y/o el DMSO (disolvente del TAT-Pep5) no altera la secrecion de INFa en las CDP activadas por ODN 2216 en
comparacioén con las CDP activadas por ODN 2216 sin NGF (Fig. 6b).

Ejemplo 7: EI NGF promueve la proliferacion de células T CD4* mediada por antigeno

Las CDP son células presentadoras de antigeno profesionales. Las CDP se purificaron utilizando microperlas BDCA4*
y células T CD4+ por seleccion negativa a partir de sangre periférica de pacientes con alergia contra ciertos alérgenos
conocidos tal como antigeno de hierba y antigeno de cobaya. Las células T CD4* purificadas y marcadas con CFSE
(succinimidil éster de carboxifluoresceina) se co-cultivaron por duplicado con CDP autélogas en presencia de una
concentracién optima de un alérgeno/antigeno especifico de alergia con y sin NGF a 5, 25 y 100 ng/ml. Después de 5
dias en cultivo se determiné la proliferacion de células T CD4* disminuyendo la fluorescencia de CFSE. Como se
muestra en la Fig. 7a, el NGF a 25 ng/ml demostraba un aumento significativo de proliferacion de células T CD4*
mediada por antigenos (alérgenos) en comparacion con las células T CD4*/CDP co-cultivadas sin NGF. Sin embargo,
con 100 ng/ml de NGF la proliferacion de células T estaba reducida considerablemente. Por el contrario, con el
antigeno de control se notaba muy poca proliferacion. Las células T por si mismas (sin el cocultivo con las CDP) no
presentaba ninguna proliferacién si se incubaban con o sin el antigeno (alérgeno) mas menos NGF o con solo NGF.

Ejemplo 8: EI NGF reduce la secrecion de citocinas Th1 IL-2 e IFNy por las células T

Las CDP murinas se generaron a partir de las células de la médula 6sea. Las células de la médula 6sea se aislaron
por extraccion del fémur y tibia murinos. Los eritrocitos se lisaron utilizando un tampén de lisis ACK (Life Technologies).
Las células restantes se lavaron y cultivaron a una densidad de 2 x 10° células/ml en medio RPMI 1640 (Life
Technologies) suplementado con un 105 de FCS, 1 mM de piruvato sodico, 2 mM de L-glutamina, 100 Ul/ml de
penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 10 mM de tampén HEPES y 0,1 mM de B-mercaptoetanol. Para diferenciar
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las células de medula 6sea en CDP, se afiadieron a las células 100 ng de ligando de tirosina cinasa 3 tipo fms (FIt3-
L). después de 8 dias de cultivo se enriquecieron las CDP retirando las células CD11b+ a partir de la fraccién celular
no adherente utilizando Microperlas CD11b (Miltenyi Biotec) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
células muertas se excluyeron utilizando el kit de eliminacion de células muertas (Miltenyi Biotec). La pureza era mayor
del 95 % como se evalua por citometria de flujo utilizando los siguientes anticuerpos: CD11c-APC Cy7 (BD
Biosciences), B220-PerCP (Miltenyi Biotec), SiglecH-PE (eBioscience). Las células T murinas se aislaron de la cepa
de raton OTIl que expresa la cadena alfa y cadena beta del receptor de celular T especifico de la ovoalbumina de pollo
323-339, utilizando el kit de aislamiento de células T CD+ (Miltenyi Biotec).

Ambas, las CDP y las células T se cultivaron durante una noche con o sin péptido 323-339 de ovoalbumina de pollo
en presencia o ausencia de NGF (100 ng/ml). Las concentraciones de citocinas de Th1 IL-2 e IFNy en el sobrenadante
se determinaron utilizando el kit CBA (BD Bioscience) siguiendo las instrucciones del fabricante con la modificacién
del analisis de datos utilizando Excel de Microsoft.

La Figura 5 muestra la influencia del NGF en la secrecion de las citocinas de Th1 IFNy y IL-2 en el cocultivo. En
presencia de CDP p75NTR** que presentan el péptido de ovoalbimina (OVA) a las células T, las células T secretan
citocinas de Th1 IFNy (Fig. 5a) e IL-2 (Fig. 5b). En comparacion con el cocultivo con CDP p75NTR |as células T co-
cultivadas con CDP de la cepa p75NTR** reacciona con una reduccion de la secrecion de ambas citocinas Th1 al afiadir
NGF.

Ejemplo 9: La inactivacion de p75NTR inhibe las respuestas inmunitarias Th2 y bloquea el desarrollo de
tolerancia

Los ratones heterocigotos de p75NTR se adquirieron en The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, EE. UU.) y se
criaron en condiciones libres de patdégenos en las instalaciones animales del TU Dreden. Se utilizaron ratones machos
y hembras p75NTR+/+ y p75NTR-/- a las 10-12 semanas de edad en los experimentos.

Generacion de CDP

Las células dendriticas plasmacitoides (CDP) se generaron in vitro de la siguiente manera: las células de médula 6sea
se aislaron por extracciéon de fémur y tibia de ratones. Se lisaron los eritrocitos utilizando un tampoén ACK. Las células
restantes se lavaron y cultivaron a una densidad de 2 x 10° células por mililitro en medio RPMI 1640 suplementado
con un 10 % de FCS, 1 mM de piruvato sodico, 2 mM de L-glutamina, 100 Ul por ml de penicilina, 100 ug/ml de
estreptomicina, 10 mM de tampon HEPES y 0,1 mM de B-mercaptoetanol. Para diferenciar las células de médula 6sea
en CDP, se anadieron 100 ng/ml de FIt3-L (ligando de tirosina cinasa 3 tipo fms) a las células. Después de 8 dias de
cultivo las CDP se enriquecieron retirando la fraccion CD11b* utilizando Microperlas CD lib (Miltenyi Biotec) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Las células muertas se excluyeron utilizando el Kit de eliminacion de células
Muertas (Miltenyi Biotec). La pureza de CDP se evaluaron por citometria de flujo (CD1 IbCD11c*B220*Siglec-H*).

Induccién de asma alérgica en ratones

Para inducir asma alérgica, las CDP generadas in vitro se incubaron con 100 ug/ml de ovoalbimina (OVA, calidad V,
Sigma-Aldrich) durante 24 h. Para sensibilizar los ratones, se inyectaron 1 x 108 CDP cargadas con OVA por via
intratraqueal en los pulmones de ratones anestesiados utilizando una canula i.v. de 24GA (BD Neoflon™). Los
animales de control recibieron la misma cantidad de CDP sin OVA o PBS. Después de 10 dias, los ratones se
expusieron a un 1 % p/v de aerosol de OVA durante 30 min en 3 dias consecutivos con el fin de inducir una reaccién
alérgica. 24 h después de la ultima provocacién, los animales se sacrificaron y la reaccién inmunitaria se examin6
basandose en la composicién celular del fluido de lavado broncoalveolar (BALF) (eosindfilos, linfocitos, macréfagos)
y el espectro de citocinas inflamatorias, histologia pulmonar y niveles de IgE especifica de OVA en el suero sanguineo.

Analisis de células del BALF

Se cuantificaron las células del BALF por citometria de flujo. Se preincubaron las células con el reactivo de bloqueo
FcR para evitar la unién no especifica. Se utilizaron los siguientes anticuerpos para la tincion: CD3-V500, CD4-V450,
CD8-PE Cy7, CDIic-APC Cy7, B220-PE, F4/80-PerCP, SiglecF-AF647, Ly6G-FITC. Entre los linfocitos
(FSCPaio/SSCPa°) se designaron las células T CD4* auxiliares como CD3P°SCD4P°s; las células T CD8* auxiliares como
CD3rosCD8Pes; las células B como CD3"°9B220r°s; entre los granulocitos (FSCP3°/SSCa%°, Ly6GP°s) los eosindfilos se
asignaron como SiglecFP*CD11cP°sy los neutréfilos como SiglecF™*9. Los macrofagos se asignaron como células
FSCale altamente fluorescentes CD11cP°® F4/80P°. Adicionalmente, se prepararon citospinas de las células
recolectadas y se tifieron de acuerdo con el método de Pappenheim.
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Cuantificacién de las citocinas del BALF

Se utilizé el sobrenadante del BALF para la cuantificacion de IL-4, IL-5 e IL-13 por ELISA (eBioscience) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Analisis histol6gico

Se perfundieron los pulmones con PBS y se fijaron en un 4 % de formaldehido. Se tifieron secciones de 4 um de
pulmones embebidos en parafina con tincion PAS para la cuantificacion de la inflamacion e hiperplasia de células de
Globet.

Para investigar el papel del p75NTR expresado en las CDP en el proceso de desencadenar una enfermedad, los
inventores utilizaron el modelo de ratén de asma alérgica mediada por OVA. Las células CDP pulsadas con OVA de
los ratones se aplicaron por via intratraqueal en el pulmén de ratones tanto p75NTR+/+ y p75NTR-/-. Después de la
provocacion con un aerosol de OVA se analizaron los sintomas caracteristicos de asma como la eosinofilia grave,
inflamaciéon pulmonar y produccién intensiva de mucus. Los ratones p75NTR+/+ tratados con CDP p75NTR-/-
cargadas con OVA que mostraban un numero significativamente reducido de células inmunitarias en el BALF (linfocitos
y eosinofilos) en comparacion con los ratones que recibian CDP p75NTR+/+ (Fig. 2a, b). La respuesta inmunitaria
mediada por OVA daba lugar adicionalmente al aumento de la secrecién de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) en el
BALF de los ratones tratados con CDP p75NTR+/+ pero no en los ratones que recibian CDP p75NTR-/- (Fig. 2c). La
inflamacién perivascular y la hiperplasia de células de Goblet en el pulmén disminuia en los ratones tratados con CDP
p75NTR-/- en comparacién con los ratones tratados con CDP p75NTR+/+ (Fig. 2d, e). En resumen, los ratones recibian
CDP que carecian de p75NTR desarrollaban significativamente menos asma alérgica.

Se sabia en la técnica que el bloqueo o eliminacion del en los ratones evitaba el desarrollo de inflamaciéon pulmonar e
hiperrespuesta de vias aéreas. En el presente estudio, sin embargo, se puede demostrar por primera vez que se
puede inducir asma alérgica en ratones p75NTR-/- por aplicacion intratraqueal de CDP p75NTR+/+ cargadas con
OVA. Por el contrario, la aplicacién de CDP p75NTR-/- cargadas con OVA no induce asma. En detalle, las células
inmunitarias aumentaban significativamente en el BALF de ratones p75NTR-/- que recibian CDP p75NTR+/+ (Fig. 2a,
b). Ademas, el perfil de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) estd aumentado significativamente en comparacién con los
ratones que recibian CDP p75NTR-/- (Fig. 2c). El examen histolégico del tejido pulmonar revelaba que los ratones
tratados con CDP p75NTR+/+ desarrollaban inflamacién perivascular grave e hiperplasia de células de Goblet en
comparacion con los ratones que recibian CDP p75NTR-/- (Fig. 2d, e).
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REIVINDICACIONES
1. Un método de cribado de agonistas y antagonistas de la sefializacion de p75N™R que comprende las etapas de:

e Poner en contacto células dendriticas plasmacitoides (CDP) humanas o animales, primarias o generadas in
vitro, o lineas celulares de CDP que expresan el receptor del factor de crecimiento de nervios p75N'R, con una
sustancia de ensayo;

¢ Incubar dichas CDP, o lineas celulares de CDP humanas o animales que se pusieron en contacto, durante un
periodo de tiempo que sea suficiente para efectuar la sefializacion del p75NTR;

¢ Determinar el efecto de la sustancia de ensayo sobre las CDP humanas o animales, primarias o generadas in
vitro, o las lineas celulares de CDP;

e Comparar el efecto de la sustancia de ensayo sobre las CDP humanas o animales, primarias o generadas in
vitro, o las lineas celulares de CDP que se pusieron en contacto, con células o lineas celulares de control; y

e Seleccionar una sustancia de ensayo que agonice o antagonice con la sefializacion de p75N™R en CDP humanas
o animales, primarias o generadas in vitro, o en lineas celulares de CDP.

2. El método de cribado de la reivindicacion 1, en el que las CDP humanas o animales o las lineas celulares de CDP
expresan el receptor del factor de crecimiento de nervios p75NTR y/o al menos una proteina seleccionada de entre el
grupo de receptores tipo Toll, preferentemente TLR4, TLR7 o TLR9.

3. El método de cribado de las reivindicaciones 1 o 2, en el que las CDP humanas o animales o las lineas celulares
de CDP se han modificado genéticamente para que sobreexpresen p75N™R y/o al menos una proteina seleccionada
de entre el grupo que consiste en TLR9, TLR7, TRAF3 y TRAF6.

4. El método de cribado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que las células de
control o las lineas celulares son células primarias, mas adecuadamente CDP; o células que no expresan naturalmente
el p75NTR o células en las que el p75NTR se ha inactivado o células en las que la expresion del p75NTR se ha bloqueado,
reducido o inhibido.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las CDP o las lineas celulares
que expresan p75NTR se coincuban con células T, que comprende las etapas de:

e Poner en contacto CDP humanas o animales o una linea celular de CDP que expresan el receptor del factor
de crecimiento de nervios p75NTR, que se coincubaron con células T, con una sustancia de ensayo;

e Incubar dicho cocultivo de CDP humanas o animales, o linea celular de CDP, y dichas células T que se pusieron
en contacto, durante un periodo de tiempo que sea suficiente para efectuar la sefializacion de p75NTR;

e Determinar el efecto de la sustancia de ensayo sobre las CDP o las lineas celulares de CDP y sobre las células
T;

e Comparar el efecto de la sustancia de ensayo en las CDP o las lineas celulares de CDP y/o las células T que
se pusieron en control con células o lineas celulares de control y/o células T; y

e Seleccionar una sustancia de ensayo que agonice o antagonice la sefializacion de p75NTR.

6. El método de cribado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de poner
en contacto las CDP humanas o animales o las lineas celulares de CDP que expresan el receptor del factor de
crecimiento de nervios p75NTR, con dicha sustancia de ensayo, se lleva a cabo en presencia de un ligando natural de
p75NTR en condiciones que permitan la interaccion de la sustancia de ensayo y el p75NR proteico y/o la interaccion de
la sustancia de ensayo con el ligando natural de p75NTR,

7. El método de cribado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las CDP o las
lineas celulares de CDP se preactivan antes o durante su uso en el método de cribado, adecuadamente con al menos
un agonista de la sefalizacién del receptor tipo Toll.

8. El método de cribado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el efecto
antagonista o agonista de la sustancia de ensayo sobre la sefializacion del p75N'R en el ensayo se mide basandose
en el analisis de expresion de citocinas o el andlisis de las cascadas de sefalizacion intracelular o el analisis de
expresion del marcador de superficie o la medicion de la captacion, el procesamiento intracelular y la presentacion de
antigenos externos o el analisis de la proliferacion de células T.

9. El método de cribado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho método se
lleva a cabo in vivo, caracterizado porque las CDP o las lineas celulares de CDP que expresan p75N™R y/o al menos
un receptor tipo Toll, preferentemente TLR7 y/o TLR9, se administraron a un modelo animal, por ejemplo, un modelo
animal que sea especifico de una enfermedad inmunitaria, inflamatoria o proliferativa tal como un modelo de asma
alérgica inducida por OVA, otro modelo de enfermedades alérgicas, el modelo EAE, el modelo de diabetes, el modelo
de LES, el modelo de trasplante, el modelo de la GvHD y el modelo tumoral.
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10. El método de cribado de la reivindicacion 9, en el que la determinacion del efecto antagonista o agonista de una
sustancia de ensayo en dichos modelos animales se lleva a cabo en presencia de animales de control,
preferentemente animales de control que comprenden al menos las CDP pero en las que no se expresa el p75NR o
se expresa a niveles menores, o en los que las CDP o las lineas celulares de CDP que se aplican presentan una
expresion de p75NTR reducida, bloqueada o inhibida.

11. Una combinacion que comprende al menos un modulador de sefializacion del p75N™R en CDP seleccionado de
entre un antagonista del p75NR o un agonista del p75N™R y al menos un agonista del TLR9, en donde dicho agonista
de la sefializacion del p75NTR se selecciona de entre

i) el grupo que comprende NGF, BDNF, NT-3, NT-4, NT-5;

ii) un anticuerpo activante, que es el anticuerpo MC192 anti- p75NR;

iii) péptidos activantes y moléculas pequefias activantes seleccionadas de entre LM11A-24 o LM11A-31 y LM11
A- 36.

en donde dicho antagonista de la sefializacion de p75NR se selecciona de entre

i) el grupo que comprende pro-NGF, pro-BDNF, pro-NT-3, pro-NT-4, y pro-NT-5;

i) anticuerpos bloqueantes seleccionados de entre los clones ME20.4, MLR2, HB-8737, NGFR5 de anticuerpos
monoclonales anti- p75NTR humano y versiones humanizadas de los mismos; AB1554

i) y Tanezumab, PG110, REGN475, y Fulranumab;

iv) el péptido bloqueante tat-PEP5; v) péptidos que bloquean la interaccion de p75N™R con TRAF6 que son péptidos
de unién al motivo proteico EGEKLHSDSGISVDS (SEQ ID NO. 1) del dominio intracelular del p75NTR; y péptidos
TRAFB6 sefiuelo que comprenden el péptido RPTIPRNPK (SEQ ID NO. 2);

v) moléculas pequefias seleccionadas de entre derivados de 2-oxo-alquil-1-piperacin-2-ona, PD90780, ALE-0540,
Ro 08-2750 e Y1036;

vi) morfolinos que bloquean la expresion del p75NTR; o

vii) un ARNhp o ARNi que bloquea la expresion de p75N'R o la sefializacion corriente abajo; y

en donde dicho agonista de TLR9 se selecciona de entre ADN bacteriano, CPG-ODN Clase A, que se seleccionan de
entre ODN 1585, ODN 2216, ODN 2336; CPG-ODN Clase B, que se seleccionan de entre ODN BW006, ODN D-SL01,
ODN 1668; ODN 1826, ODN 2006, ODN 2007 y CPG-ODN Clase C, que se seleccionan de entre ODN D-SL03, ODN
2395, ODN M362 y ODN C792.

12. Una composicion farmacéutica que comprende la combinacion de la reivindicacion 11.
13. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 12, que es una composicion vacunal.

14. La composicién vacunal de acuerdo con la reivindicacion 13, que comprende adicionalmente al menos un agente
inmunoestimulante, que se selecciona de entre monofosforil lipido A, muramil dipéptido, oligodesoxinucleotidos, ARN
de doble cadena, patrones moleculares asociados a patdgenos alternativos, saponinas, resiquimod, citocinas,
quimiocinas y antigenos de Mycobacterium tuberculosis.

15. La composicién vacunal de acuerdo con las reivindicaciones 13 o 14, que comprende adicionalmente al menos un
agente seleccionado de entre compuestos de aluminio insolubles, fosfato célcico, liposomas, microparticulas,
emulsiones, particulas tipo virus y vectores viricos.

16. La composicion vacunal de acuerdo con la reivindicacién 13, que comprende adicionalmente CDP aisladas que
expresan p75NTR, CDP generadas in vitro que expresan p75NTR o una linea celular de CDP que expresa p75NTR,

17. La combinacion de acuerdo con la reivindicacion 11 para su uso como un adyuvante vacunal.

18. La combinacion de acuerdo con la reivindicacion 11 o la composicion vacunal o farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 12-17 para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad
seleccionada de entre el grupo que consiste en enfermedades neurodegenerativas centrales o periféricas, demencia
senil, epilepsia, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, sindrome de Down,
enfermedades pridnicas, amnesia, esquizofrenia, depresion, trastorno bipolar, esclerosis lateral amiotroéfica, esclerosis
multiple, afecciones cardiovasculares, dafio cardiaco post-isquémico, cardiomiopatias, infarto de miocardio,
insuficiencia cardiaca, isquemia cardiaca, infarto cerebral, neuropatias periféricas, dafio del nervio éptico y/o de la
retina, degeneracion retiniana pigmentaria, glaucoma, isquemia retiniana, degeneracion macular, traumatismos de la
médula espinal, traumatismos craneales, aterosclerosis, estenosis, trastornos de cicatrizacion de heridas, alopecia,
cualquier tipo de cancer, cualquier tipo de tumores, cualquier tipo de metastasis, cualquier tipo de leucemia, trastornos
respiratorios, inflamacién pulmonar, alergia, anafilaxia, asma, dermatitis atépica, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, dolor cutaneo, dolor somatico, dolor visceral, dolor neurolégico, dolor neuropatico crénico, dolor inflamatorio,
enfermedades autoinmunitarias, artritis reumatoide (poliartritis, oligoartritis), espondilitis anquilosante, colagenosis,
lupus eritematoso sistémico (LES), sindrome de SHARP, sindrome de Sjégren, escleroderma, polimiositis,
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dermatomiositis, esclerosis sistémica progresiva, espondiloartritis (enfermedad de Bechterew, artritis reactiva, artritis
enteropatica, artritis psoriasica, espondiloartritis no diferenciada), fiebre reumatica, sindrome de Aicardi-Goutieres,
vasculitis, enfermedad de granulomatosis de Wegener, nefritis, ictus, colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn,
enfermedad de Whipple, esclerodema, enfermedad de Stiffs, displasia broncopulmonar (BPD), bronquiolitis,
bronquiolitis asociada a RSV, diabetes mellitus, sindrome de fibromialgia, enfermedad celiaca, enfermedad de
Hashimoto, hipotiroidismo, hipertiroidismo, enfermedad de Addison, enfermedad de injerto contra huésped (GvHD),
trombocitopenia autoinmunitaria, anemia hemolitica autoinmunitaria, sindrome del Léfgren, enfermedad de Behcet,
sindrome nefrético, uveitis, artritis psoriasica, psoriasis (psoriasis en placa, psoriasis pustular), fracturas o6seas,
enfermedades 6seas, osteoporosis y todas las enfermedades infecciosas bacterianas, fungicas, viricas, asi como las
infecciones con parasitos eucariotas.
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Figura 1a
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Figura 1b
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Figura 2b
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Figura 2c
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Figura 2d
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Figura 2e
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Figura 3¢
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Figura 3d
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Figura 3e
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Figura 3f
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Figura 3g
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Figura 4c
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Figura 5a
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Figura Sb
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Figura 6a
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Figura 6b
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Figura 7a
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Figura 7b
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