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THE USE OF ESTROGEN RECEPTOR ALPHA
MODULATORS FOR THE TREATMENT OF MULTIPLE SCLEROSIS

EIELD OF THE INVENTION

This invention relates generally to therapies for freating autoimmune diseases
and, more spedifically, fo the use of compounds having estrogen receptor a
(ERa) agonist activily for the treatment of autoimmune diseases. In particular,
the invention relates i the use of seleclive estrogen receptor modulators
(SERMS) for the treatment of autolmyrume diseases. Furthermora, the present
invention relales to methods of seleciing compounds useful for the treatment of
autolmmune diseases.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Mulliple sclerosis (MS) Is an autoimmune disease of the central nesvous system
(CNS) in which the immune system makes an inappropriate immune response o
components of myelin. & Is characterized by inflammation of the CNS and myelin
damage. CD4’ T-helper-1 (TH-1) cells and their products (e.g., Tumor Necrosis
Factor-a (TNF-u), Interferon-y (IFN-y), and metalloproleinases) mediate rmuch of
the immunopathology.

As with a number of autoimmune diseases, the incidence of multiple sclerosis is
higher (2 to 3 times) In females compared to males’. Immunomodulatory effects
of estrogens in MS have been shown. For example, ciinical disease is
ameliorated diving pregnancy. when esbogen levels are high, and worsens
during the post-partum period®*. Further, improvement In symptoms have been
reposted in- MS palients given esiradiol®. Estrogens appear to direclly affect the
function of T celis and modulation of cytokine production by T cell clones from MS
patients has been shown®®. in addition, inhibition of the transcription factor NF-
xB by estriol was demonstrated in these colis®.

Estrogens also have been shown t0 modulale disease aclivity in murine
experimental autolmymmne encephalomyefitls (EAE), a well-defined model for
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multiple sclerosis® ', Thlsnu.!dwasusedblnstmmm SERMS/Tissue-
Selective Estrogens (TSEs) and estrogen receplor a selective agonists.

SERMS are a cdlass of drugs which bind io the estrogen receptor and show
issue-seleclive offects. The SERM ralaxfens, for exampla, has estrogen-
agonistic effects on bone, lipkis and clotting factors, and estrogen-antagonistic
offects on the breast and uterus.” SERMS may incude 1) agents previously
known as antiestrogens, such as 16-eplestriol, ethamoxytriphetol, ciomiphene,
and tamoxdfen; 2) a 19-nortestosterone derivative, tibolone; 3) raloxifene and its
analogues; and 4) newer biphenylethylene derivatives, such as droloxifene,
loremifene, idoxifens, and levormeloxifene.”  SERMS compete with
endrogenous estrogens for binding to the recepior and may elther activate or
block esiragen action. '*

An object of the present invention is to provide novel methods to ftreat
audoimmmmne pathologies by the administrafion of agents having esirogen recepior
a activity, particularly SERMS.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides a method of treating an autoimmune pathology in
a mammal, comprising administering at least one agent having estrogen receptor
a agonist activity to the mammal In an amount sufficient to decrease production of
TH-1 and/or TH-2 cytokines.

The presert mvention also provides a method of teating an autoimmune
pathology in 2 mammal, comprising administering a seleclive astrogen receptor
modulator to the mammel in an amount sufficient to decrease production of TH-1

The present invention further provides a method of selecling compounds useful
for the treatment of muitiple sclerosls, comprising selecting a compound which
has estrogen receplor a agonist activity.

X
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

The invention can be more fully undersiood from the detalled description and the
accompanying drawings that form a part of this application.

Figure 1A shows the effect of the ER antagonist IC1 on estrogen-mediated
suppression of disease.

Figure 1B shows the effect of Raloxifene vs. Compound A on EAE.
Figure 2 shows the effect of ER-selective ligands on EAE.

FigmaAslmmaemctdhvivoadniisﬁalbndER-sebcﬂvelgandson
TNF-a production by spienocytes from mice with EAE.

Flgurolslemﬂneﬂeddh\dvoadtmkuaﬁdeR-sebdlvaigam:mlL-
4 production by splenocytes from mice with EAE.

Figure 3C shows the effect of in vivo administration of ER-seleclive ligands on
IFN-y production by splenocytes from mice with EAE.

Figure 3D shows the effect of in vivo administration of ER-seleclive ligands on IL-
5 production by splenocytes from mice with EAE.

Figure 3E shows the effect of in vivo administration of ER-selective ligands on iL-
2 production by splenocytes from mice with EAE.

Figure 3F shows the effect of in vivo adminisiration of ER-selective figands on IL-
10 production by splenocytes from mice with EAE.

Figure 4A shows the effect of compounds on profiferation of CD4- cells upon
antigen stimulation.
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Figure 4B shows the effect of compounds on profiferaion of CD4+ cells upon
antigen stimulation.

Figure 5A shows the effect of compounds on TNF-a production by effector T cells
upon antigen stimulation.

Figure 5B shows the effect of compounds on IFN-y production by effector T cells
upon antigen stimulation.

Figure 5C shows the effect of compounds on IL-4 production by effector T cells
upoh antigen stimulation. .

Figure 5D shows the effect of compounds on IL-2 production by effactor T cells
upon antigen stimulation.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

As disclosed hereln, administration of an agent having estrogen receptor a
agonist aclivity o a mammal reducses the severity of autoimmune pathologies.
These effects appear to be dus, In part, i» the effect of such agonists on reducing
the production of TH-1 and/or TH-2 cytokines by T-celis in the periphery and at
the sile of pathology.

Therefore, the present invention provides a method of treating an autoimmune
pathology in a mammal, comprising administering an agent having estrogen
receptor « agonist activity to the mammal in an amount sufficient io decrease
production of TH-1 and/or TH-2 cytokines. The present invention ailso provides a
method” of treating an autoinwmme pathology in a8 mammal, comprising
administering a seleclive esttogen recepior modulator 1o the mammal in an
amount sufficient to decrease production of TH-1 and/or TH-2 cytokines.

e 58 4
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The methods of the invention can be practiced with respect to a varlety of
autoimmune pathologles. Such pathologies are known In the art and Include but
are not limited to multiple sclerosis, rheumatold arthritis, psoriasis, autoimmune
thyrolditis, uvetis, myesthenia gravis, inflammatory bowel disease and Sjbgren’s
syndrome. in preferred embodiments of the invention, the mammal may be
female, male, human or non-human.

In an embodiment of the invention, the agent having estrogen receptor a agonist
activity is administered by a route selected from oral, transdermal, respiratory,
subcutaneous and intravenous routes.

In prefered embodimenis of the inverition, the TH-1 cytokine is selected from the
group consisting of TNF-a, IFN-y and IL-2, and the TH-2 cylokine is selecied from
the group conslsting of IL-4, IL-5 and IL-10. Those skiled in the art recognize
that a TH-1 medialed immune response is characterized by secretion of pro-
inflammatory cytokines, which includes TNF-a, IFN-y, IL-2. A TH-2 mediated
response is characterized by secretion of anti-inflammatory cytokines such as IL-
4, IL-5 and IL-10. In one prefermed embodiment of the invention, the production
of TH-1 cytokines is suppressed by administration of the agenl. In another
preferred embodiment of the invention, the production of both TH-1 and TH-2
cytokines is suppressed. In a further embodiment of the invention, the production
of TH-1 cytokines is suppressed and the production of TH-2 cylokines is
increased.

As a preferred embodiment, the ERa agonist exhibils an antiHnflammatory
activity, e.g. a reduction In NF-xB aclivity. In another prefested embodiment, the
ERa agonist is non-stercidal.

In a further embodiment of the invention, the SERM s selected from the group
comprising raloxifene, tamoxifen, lasofoxifene, Idoxifene, droloxifene,
bazedaxifene, ftoremifene and their derivalives and analogs. In another
embodiment of the invention the selective estrogen receptor modulator exerts a
blological effect on the brain or central nervous system.

— ;<( \0
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The present invertion also provides a method of selecting compounds useful for
the treatment of multiple sclerosis, comprising selecling a compound which has
estrogen receptor a agonist aclivity. Conventional assays for assaying in vitro
agonist aciivily, using receplors such as huciferase, are well known in the art
ustrative of agonist assays are the following publications which are incorporated
by reference for their ERa agonist assays: Lytle CR, Damian-Matsumura P.,
Juu H., Butt TR, Human estrogen receptor regulation in a yeast model sysiem
and studies on receptor agonists and antagonists, J. Sterold Biochem Mol Biol
42:677-685 (1992); Katzenellenbogen BS, Bhardwaj B, Fang H, Ince BA, Pakdel
F, Reess JC, Schodin D, Wrenn CK, Hormone binding and transcription
activation by estrogen receptiors: analyses using mammalian and yeast systems,
J Steroid Blochemn Mo} Blol 47:39-48 (1993); PCT Intemational Publication No.
WO 00/37681; Webb P, Lopez GN, Greene GL, Baxier JD, Kushner PJ, 1992,

The limits of the celular capacily fo mediate an estrogen response, Mol

Endocrinology, 6(2).157-67. Preferably, In such assays, an "estrogen receplor a
agonist" is defined as a compound that substantially mimics ER-a activity of 17-§
esiradiol as measured in the selecied assay for estrogenic activity.

In a preferred embodiment of the invention, the compound is a SERM. In a
further embodiment of the invention, the compound decreases TNFa production
by at least about 20%-100%, as described in Example 1l herein. In altemative
embodiments, the decrease may be at least 30, 40, 50, 60 or 80%.

Definitions of abbreviations and tefms;
The following definitions are provided for the full understanding of terms and
abhreviations used in this spedification.

As used herein and In the appended claims, the singular forms “a°, “an™ and “the”
for example, a reference to “an estrogen receptor a agonist” includes a phurality of
such agomists.
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The abbreviations in the specification comespond o units of measure,
techniques, properiies or compounds as follows: "pg”™ means microgram(s), “mf"
means milliter(s), “pM” means micromole(s), “mMM” means milimole(s), "s.c.”
means subastaneous, “1.p." means intraperitoneal, and “p.o0” means per oral.

“Muitiple sclerosis” is abbreviated MS.

“Central nervous system” is abbreviated CNS.
“T-helper-1° and "T-helper-2” are abbreviated TH-1 and TH-2, respectively.
*"Tumor Necrosis Factor-a” is abbreviated TNF-
*Interferon-y" is abbreviated IFN-y.

*Nucear Factor-xB" is abbreviated NF—«B.

*Experimental Aulolmmune Encephalomyelitis” Is abbreviated EAE.
*Selective Estrogen Receptor Modutators” is abbreviated SERMS.
“Tissue Selective Estrogens” I abbreviated TSEs.

*Estrogen receptor” is abbreviated ER..
“Interieukin” is abbreviated IL_.

“Proteciipid protein peptide” s abbreviated PLP.

“Complete Freund’s adjuvant” is abbreviated CFA.

“Post transfer” is abbveviated PT.

As used herein, the term "autoimmune pathology” refers to a pathology mediated

_ by a detrimental autoimmune response. In most autoimmune pathalogles, T cells

recognize a host component in one or more tissues as foreign and attack that
tissue.

The form “reatment™ as used herein includes preventative (e.g. prophylactic),
curative, or paliialive treatment and “treating” as used herein also includes
preventative, curative and palllative treatment “Treating®, with reference to
autoimmune pathology, refers io any observable effect of the treatment. The
beneficial effect can be evidenced by delayed onset of clinical symptoms in a
susceptible mammal, a reduction in severity of some or all dinical symptoms of
the disease, a siower progression of the disease, a reduction in the nismber of
rolapses of the disease, a reduction in the number or activity (e.g. cytokine

PCT/US2064/000037
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secretion) of pathogenic T cells at the site of pathology or in the circulation, an
improvement in the overall health or well-being of the individual, or by other
parameters well known in the art that are specific to the particular disease.

As disciosed herein, the term "agent having estrogen receptor a activity” is an
agent that exhbits ERa aclivity and incudes but is not fimited to selective
‘estrogen recepior modulators and lissue-selactive estrogens. The term-may-also
include partial agonists, peptides, polypeptides, genes, gene fragments, non-

‘pepﬁdemnnnbam.mldpnduds.anﬁsmsa DNA and mRNA.

As used herein, the term "mammal” refers o a human, a non-human primate,
canine, feline, bovine, ovine, porcine, mwiine or .other veterinary or laboratory
mammal. Those skilled In the art recognize that a therapy which reduces the
severity of an lmmmune pathology in one species of mammal is predictive of the
Mdﬂqﬂmwmmmdm. The skiled person also
appreciates that credible animal models of human immune pathologies are
known, including EAE, which is a credible animal model of muitiple sderosis.

An "amount effeclive to decrease production of TH-1 and/or TH-2 cytokines™
refers to an amount effective, at dosages and for periods of time necessary, to
achieve the desired result of freating autoimmune pathology. It will be
appreciated that the amount of estrogen receptor a agonist effective to decrease
production of TH-1 and/or TH-2 cytokines in the methods of the present invention
will vary from individual to individual not only with the particular agonist selected,
the route of administration, and the ability of the agonist to elicit a desired
response in the individual, but also with faclors such as the disease siate or
severity of the condition to be alleviated, age, sex, weighl of the individual, the
state of being of the patient, and the severity of the pathological condition being
particular individual, and other factors which those skilled in the art will recognize,
with the appropriate dosage ultimately being at the discretion of the attendant
physiclan. Dosage regimens may be adjusied to provide the improved
therapeutic response. An “amount effective fo decrease produclion of TH-1

— ¥ P



10

15

20

25

35

WO 2004062653 PCT/US2004/000037 %

. Materials and Methods- e mmn = e

(

and/or TH-2 cytokines” is also one in which any toxic or detrimental effects of the
agonist is outweighed by the therapeutically beneficial effects.

Preferably, the estogen receptor a agonists are administered in the methods of
the present invention at a dosage and for a time such that the production of TH-1
and/or TH-2 cylokdnes Is decreased as compared to production of these
cytokines at the start of treatment  Such eatment can aiso be benefidal to
reduce'the overall severity of sympioms of autoimmune disease, as compared 1o
the severity of symploms prior to the start of the treatment. In a preferred
embodiment, dosages range from .Smgkgiday to 500 mgkgiday, and,
alternatively, at least about 10, 50, 100 or 150 mg/kg/day.

The present invention is further defined in the following Examples. [t should be
understood that these Examples, while indicating prefermed embadiments of the
invention, are given by way of lllustration only. From the above discussion and
these Examples, one skilled in the art can asceriain the essential charactesistics
of this invention, and without departing from the spirit and scope thereof, can
make various changas and modifications of the invention o adapt it to various
usages and conditions.

Example 1 — Effect of in Vivo Administration of
Compounds in Animal Model of Multiple Sclerosis

This Example shows that, n an animal model of muitiple sclerosls, in vivo
administration of esirogen receptor o selective agonists results in delayed onset
and decreased inddence and severity of disease.

Animals. Tweniyfive intact female (6-8 weeks old) SJL mice (Jackson
Laboratories, Bar Harbor, ME) were used as donor mice in the adoptive ransfer
model of EAE.
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Induction of Experimental Autoimmune Encephalomyeiltis (EAE). EAE was
induced by the adoptive transfer of PLP sensitized spleen cells using a
modification of methods previously described.® Mice were immunized with
proteolipld protein pepfide 138-151 (PLP) enmssifled in complete Freund's
adjuvant (CFA). Each animal received 150 pg of PLP in a volume of 0.2 ml CFA
that contained 4 mg/mi heat killed and dried Mycobacterium (ubercufosis (H37TRA
strain). The PLP/CFA emuision was injected s.c. in two sites {on the back, and at
the base of the tall). 0.1 ml was injected at each site. Ten days later, the mice
made from the spleens. Afier lysis of red blood cells, the cells were cultured at a
concentration of 5x10° cefis/mi for 3 days in 75 cn’® tissue culture flasks in RPMI-
10 (RPMI medium containing 10% heat-inactivated fetal bovine serum, 100 U/ml
penicillin, 100 pgiml streptomycin, 2mM ghutamine, 50 pM 2-mercaptoethanol).
PLP was added at a fmal concentration of 5§ pg/ml. The celis were incubated at
37 C In 5% CO, Afier the incubaion, PLP-stimulated effector celis were
harvestad, washed with phosphate-buffered saline and injectad Lp. info

" ovarlectomized female (6-8 weeks old) SJL mice (1.5x10 celils/mouse). Onset

of disease typically occurs 7-14 days post-transfer (PT) of celis.

The degree of disease severity was monitored daily using the scale shown in
Table 1.

Table 1: Scale of Disease Severity

0 no overt signs of disoass-

1 [Jimptal

2  Emp talhind imb weakness (cbserved as a waddiing galt; mouse's hind limbs
fall twough wire cage tops)

3 patial hind b paralysls (mouse can no longer maintain nump postxe but
can

stil move one or both imbs o some exdternt)
4 eunﬁehmliltpanlyds(canplehhudmﬂhhlndm

= mmmmmuuﬂpﬂmmm:nm----m— e

5 aﬁehﬁﬂhbpadysbuﬂwmldfamlmbm(msﬂlm

but has some difficully pulling fiself up)
6 compiete hind imb paralysis with severe fore imb weakness or paralysis;

-10-
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To evaluate the effect of compounds on disease, recipient mice were
administered compounds daily (a.c. or p.o.) at the doses indicated, using a 10%
ethanol/©0% com oil vehicle. Confrol animals received vehicle only. Mice were
dosed beginning 5-7 days prior to the adoptive transfer of donor celis.

Histological Analysis. At paak disease (14 days PT), mice were euthanized with
COr Brains and spinal cords were removed at necropsy and fixed In 10%
buffered formalin. Brains were cut info three segments (roughly, anterior
cerebrum, midbrain and cerebelium) and embedded as a single block. The spinal
cord was decaldified in 10% HC! and cut into cervical, thoracic and lumber
segiments embedded as a singla biock. A standard H&E (hematoxyfin and eosin)
glass siide was prepared from each lissue block (brain and spinal cord) from
each mouse submitied with two resuliing H&E siides per mouse evaluated.

Siides were evaluated and lesions seen were graded subjectively for presence
(P=present) and/or severity. Severily grades are 0 = WNL (within normal mits),
1 = shight or minimal, 2 = mild, 3 = moderate, 4 = marked, and 5 = severe. The
location of findings, relative to the organ, was denoled as pesivascular,
periventricular, ependymal or meningsal, and also as focal (in small arees or not
throughout the section), or diffuse (throughout the section examined). Focal was
defined as very localized and not alfecting every stuclure. Findings not defined
as focal ware diffuse or affecting every struchre {e.g. all vesseis). Leukocytes
seen were primarily lymphocytes and macrophages with occasional neutrophils.
Demysiination was observed as distinct open holes in while malter tracts in the
spinal cord.

Typical mrine models of EAE have scattered foci of slight to moderate-sized
aggregates of leukocytes and rarely have diffuse infitrates in the affected tissues.

Analysis of PLP-specific Recall Respanses: Cytokine Production. To
axamine the effect of compounds administered in vivo on cytokine production by
spienocytes fram mice with EAE, mice were euthanized with CO; at peak disease
(14 days PT), and spleens were collected. Spieens weve individually processed

-11-
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into single cell suspensions. Aftar lysis of red blood cells, the cells wero
resuspended in RPMI-10 and were cultured in 24-well fissue cutiure plates at a

" concentration of 5x10" celis/ml. Cells were stimulated with 5 pg/ml PLP.

Supematants were collected after 3 days and frozen until use at —20 °C,
Cylokines (TNF-a, IFNy, IL-5, iL4, L-2) were measwed in the supematants
using a commercially avaliable flow cytometry kit (Cytomeiric Bead Amay, Becton
Dickinson BioSciences, San Diego, CA). 1L-10 was measured sing -an 1L-10-
specific ELISA kit (Becton Dickinson BloSdences).

To examine in vitro the effect of compounds on cytokine produciion by PLP-
primed effector celis, SJL mice were immunized with PLP emulsified in CFA.
Afier 10 days, spieens were collected and single cell suspensions were made.
After lysis of red blood celis, splenocytes were stivdatad with § pg/mi PLP in the

" presence of compound for 3 days at 37 *C, 5% CO,. Control samples were not

stimulated and .culbred in-medium only ("medium”). Compounds were added at
a final concentration of 1 yM. After the 3-day incubation, supematanis were
collecied and stored at.-20 °C. Cykokines (TNF-a, IFN-y, IL-5, L4, IL-2) were
measured in the supematants using a Cytometric Bead Armray kit.

Effect of compoiinds on proliferation of effector T cells upon antigen
stimulation To-examine the effect of. proliferation of effector T cefls in vitro in
response o PLP stimulation, T-cell profferation was examined by flow cylometry
using the following assay. SJL mice were immunized with PLP emulsified in
CFA. Afer 10 days, spleens were collected and single cefl suspensions were
made. Afler lysis of red biood celis, splenocytes were labeled with carboxy
fluorescein succinimidyl ester (CFSE). CFSE-labeled cells were then Incubated
with PLP for 3 days at 37 *C, 5% CO, Compounds were added at a final
concentration of 1 pM. To determine the percentage of CD4* cells that divided,

prior to flow cytomelric analysis.

-12-
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L Effect of SERMs/Tissue-Selective Estrogens on EAE induced by
5 the adoptive transfer of PLP-primed effector cells :

As shown previously, treatment with 17p-estradiol (E2) resulted in a delay in
onset as well as decreased incidence and sevesily of disease (Figure 1A; refs. 9,
11-13). To determine whether the protective effects of estrogen In this model
10 were estrogen receptor-mediated, mice were treated with both E2 and the
estrogen receptor antagonist IC1 182,780. 1C) abolished the effect of E2 on

disease (Figure 1A).

Treatment with E2 or with the SERMs maloxifene or Compound A [2-

15 (hydroxyphenyl)-3-methyi-1-{4-(2-piperidin-1-yl-ethoxy)benzyl}-1--indol-5-of
hydrochioride monohydrate] resulied in a delay in onsst as well as decreased
incidence and severity of diseasa (Figure 18 and Table ). Consistent with the
effects of these compounds on the clinical signs of disease, there was a reduction
in the amount of inflammatory cells infiltrating the spinal cords and brains from

20 mice treated with Compound A compered to mice from other treatment groups.
in addition, no demyelination was detected in spinal cords from Compound A-
treated mice.

Table Il. Histological Findings

Spinal Cord
Brain Maningeal/ Distribution Meningeal/
Treatment Perivascufar of Braivy Lasions  Pervasculwr  Spinal Cond
Leukocyts infiltraies Leukocyts Demyslination
Vehicle 3 233 Meaningeal, Perivascular A R) @)
and Perlependymal
E2 4/4 (2.5) Meningeal, Parivascular %(1.7) %(13)
T --..ondPeflopendymal. - - - — - — — - - — il o m -
55 (24) Meningeal, Perivascular 55 (14) 55(12)
and Periepandymal
Compound asan Meningesl, Perivascular 15 {1) s

A and Parlependymal

2 = number of brains with finding/Aotal number evaluated
b = average severity grade of lesions seen;
0= within normal Smits, 1=slight, 2-mild, 3=-moderate, 4=markoed, S-severe
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n Effect ists on Induced
the transfer of P effactor cefls

Treatment with E2 or the ERo-selective agonist PPT (propylpyrazole triol)

_resulted in a delay In onset as well as decreased incidence and severity of

dissase (Figure 2). in addition, mice treatsd with PPT had reduced Inflammation
In the brain and spinal cords compared with mice treated vehicle, or with an ERS-
selective agonist (Table I). Histologic examination revesied that mice which
were administered PPT had the most noimal lissues compared to the vehide
control mica. All four had slight leukocyte infitrates in the meninges but only at
the base of the brain. (around the hiridbraln/cerebelan/pons/medufla on the
ventral surfaces only). None of these mice had spinal cord lesions; the spinal
cords of these mice were all within normal imits.

Table .
Brain Neningsall Spinal Cord
Treatment infilirates of BreinLesions  Perivascular SPinal Cord
Leukocyls Demysiination
Infitratew _
Vehicle " T5) Poriventiculr and A4 (D) 14
Ependymal
34 (A7) Meningeal 2/4 (1) 14 (1)
ERa-PPT (ERq) 44 (1) Base of the Brain o/ 0/4
ERB-041 (Erf}) 44 (2.3) Periventricular and 2/4 {1.5) 2/4 (1.5)
Ependymal
a =mxnber of brains with findingAoial number evaluated
b = gvarage severlly grade of lesions sewn;
O=within normal mils, {=slight, 2=miid, 3-moderals, 4=marked, S=sovers
m. of PLP Recall

Consistent with the effect of the ERa-selective agonist PPT on disease, treatment
of mice with PPT resutted in decreased cytoldne produciion upon stimuation of
splenocytes with PLP in vitro (Figure 3). Both Thi/pro- (TNF-a, IFN-y, L-2) and
ThZ/antHnflommatory (IL-4, IL-5, IL-10) cytokines were suppressed by in vivo
treatment with PPT, indicating that PPT may suppress disease by inhibiting T celt
activation, rather than by inmune deviation from a pathogenic Th1 response to a

14-
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protective Th2 response. In conirast, the ERa-selective agonist had no effect on
cytokine production {*, p<0.05 compared o vehicle group).

1l - Effect of C nds on -5 mmune
In Vitro

The effect of tissue selective estrogens (Compound A) and ERo-seleclive igands
(PPT) on antigen-specific immune responses was examined in vitro.

A Effect of compounds on proliferation of effector T cells upon
a n stim

Treatment of PLP-primed effecior ces with the tissue-selective estrogan
Compound A or with ERg-seleclive agonist PPT resullad in decreased
proliferation of antigen-specific T cells (Figure 4). Proliferation of both CD4+ and
CD4- call popuiations was suppressed. These results suggest that each of these
compounds may potentially act in part by limiting the clonal expansion of antigen-
specific T calls. . .

B. nds on colls
upon antigen

Treatment of PLP-primed effecior cells with the tissue-seleciive estrogen
Compound A or with a-selective agonist (PPT) resulled in decreased cytokine
production upon antigen stimulation {Figure 5). Both compounds Inhibited the
production of the pro-inflammatory (TH-1) cytokine TNF-a. Both Compound A
and the ERa-selective agonmists PPT also suppressed IFN-y production.
Incubation of thesa cells with the fissue-selective estrogen Compound A also
resuited in a concomitant increasa in the anti-inflammatory cytokine IL-4, whereas
the other compounds had no effect These results suggest that ERa-selective
aganists (PPT) may have different effecis than tissue-Selective estrogens ofi
antigen-specific cytokine production, Whereas the former may suppress EAE by
inhibiting the production of pro-inflammatory (TH-1) cytokines, lissue-selective
esfrogens may in addition promole immune deviation to a protective antl-
inflammatory/TH-2 immune response.

e AX O
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Conclusions

Treatment with the SERMs/TSEs raloxifene and Compound A, 85 well as the
ERo-selective agonist PPT, suppressed EAE, resulling in delayed onset of
disease, as well as decreased incidence and saverily. The suppression of the
ciinical signs of disease in mice treated with thesa compounds was assoclated
with reduced pathology and leukocyte infiltration in the brains and spinal cords.
This suggests that these compounds may reduce disease by limiting trafficking of
pathogenic cells Into the brains and spinal cords, for example, by decreasing
adhesion molecule axpression and/or by affecting chemokine/chemakine receptor
expression. Suppression of disease induced by the adoptive iransfer of PLP-
these compounds have the capacily to alter the activity of encephalitogenic -
effector cells. These findings are in conirast to the notion that differentiated
effecior calls are more refractory o the effects of estrogens compared with nalve
celis®.

In viltro data pressnted heérein suggesis that ERa-selactive agonists, preferentiafly

SERMS or ER-anfHnflammatory figands, may have direct effects on antigen-
specific T cell proliferation and cytokine production, thereby limiting the expansion
and differentiation of pathogenic T calls. All three types of ligands are effective in
suppressing the production of the pro-inflammatory (TH-1) cytokines. Tissue-
selective estrogens, however, may in addition promote the production of
molecules may have differential effects on PLP-spedific immune responsaes,

The obeervation thalt SERMs/TSEs are capable of altering the course of disease
in this model s somewhat surprising, given the known effacits of SERMs and
esirogen antagonists in.murine sysiemic lupus erythematosus, thea mouse model
for upus. SERMs have been shown to have beneficial therapeutic effects in
lupus, an auloimmne disease in which the disease i exacerbated by
estrogens™*®.  Since SERMs appear to act in an anlagonist fashion in lupus, it
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was anticipated that SERMs would have similar antagonist aclivity in EAE.
Therefore, the prediction would be that SERMs would alther have no effect, or
woukd exacerbate EAE. Instead, SERMs demonsirated disease-suppressing
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What is claimed is:

1. A method of treating an autoimmune pathology in a mammal, comprising :

administering at least one agent having estrogen receptor a agonist activity to
the mammal in an amount sufiicient to decrease production of TH-1 and/or .

TH-2 cytokines.

The methed of claim 1, wherein the aulcenmune pathology is selectad from
the group consisting of multiple sclerosis, rheumatoid arthwitls, psoriasis,
autoimmune thyroiditis, uvelis, inflammatory bowel diseass and Sjdgren’s
syndrome. :

The method of claim 1, wherein the mammal is female.

. The method of claim 1, wherein the mammat is male.
- The method of claim 1, wherein the mammal Is uman.
. The method of daim 1, wherein the mammal Is nonhuman.

. The method of daim 1, wherein the agent is administered by a route selected

from oral, fransdermal, respiratory, subcutaneous and infravenous routes.

. The method of claim 1, wherein the TH-1 cytokine is selected from the group

consisting of TNF-g, IFN-y and iL-2.

. The method of claim 1, wherein the TH-2 cytokine is selectad from the group

consisting of (L4, IL-5 and IL-10.

10. The method of claim 1, wherein the agent decreases Nucjsar Factor-«xB

11. The method of claim 1, wherein the agent is non-steroidal.

-20-
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42. The method of clakm 1 wherein the agent is a seleclive estrogen receptor
modulator administered in an amount sufficlent to decrease production of TH-
1-and TH-2 cytokines.

13, The method of clalm 12, wherein the autoimmune pathology is selected from
the group consisting of multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, psoriasis,
autolmmune thyrolditis, uvetis, inflammatory bowel disease and Sjgren's
syndrome.

14. The method of claim 12, wherein the mammal is female.

15.. The method of ciaim 12, whereln the mammal Is male.

16. The method of dalm 12, whereln the mammal is human.

17. The method of claim 12, wherein the mammal is non-human.

18. The method of claim 12, wherein the seleclive estrogen receptor modulator is
administered by a route selected from oral, transdermal, respiratory,

19. The method of daim 12, wherein the TH-1 cytokine is selected from the group
consisting of TNF-z, IFN-y and IL-2.

20. The method of claim 12, wherein.the TH-2 cylokine is selected from the group
consisting of IL-4, IL-5 and IL-10.

21. Tha method of cdaim 12, wherein the seleciive estrogen receptor modulator
detreases Nudlear Factor-xB aclivity.

21-
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'22. The method of claim 12, wherein the selective estrogen receptor modulator is

selected from the group consisting of raloxifene, tamoxifen, fasofoxifene,

23. A method of selecting compounds useful foir the reatment of muitiple
sclerosis, comprising selecting a compound which has estrogen receptor a

agonist activity.

24. The method of ciaim 23, wherein the compound is a selective estrogen

receptor modutator.

25. The method of claim 23, wherein the compound decreases TNFa production

by at least about 20%.
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EL USO DE MODULADORES DE RECEPTOR @ DE ESTROGENO
PARA EL TRATAMIENTO DE ESCLEROSIS MULTIPLE

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere generalmente a terapias para tratar enfermedades
autoinmunitarias y, més especificamente, al uso de compuestos que poseen
actividad agonista de receptor a de estrégeno (ERa) para el tratamiento de
enfermedades autoinmunitarias. En particular, la invencién se relaciona
con el uso de moduladores selectivos de receptor de estrogeno (SERMS)
para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias. Més alin, la presente
invencién concieme a métodos de seleccionar compuestos dtiles para el
tratamiento de enfermedades autoinmunitarias.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La esclerosis miltiple (MS) es una enfermedad autoinmunitaria del sistema
nervioso central (CNS) en el cual el sistema inmunitario da una respuesta
inmunitaria inapropiada a componentes de mielina. Se caracteriza por
inflamacién del CNS y dafio de la mielina. Los linfocitos T-cooperador-1
(TH-1) CD4" y sus productos (verbigracia, Factor @ de Necrosis Tumoral
(TNF-a), Interferon-y (IFN-y), y metaloproteinasas) median una gran parte
de la patologia inmunitaria.

Al igual que con un nimero de enfermedades autoinmunitarias, la
incidencia de esclerosis miltiple es mis alta (2 a 3 veces) en las hembras en
comparacién con los machos'. Se han demostrado los efectos
inmunomoduladores de los estrogenos en la MS. Por ejemplo, la
enfermedad clinica mejora durante el embarazo, cuando los niveles de
estrégeno son elevados, y empeora durante el periodo pos-parto®*.
Ademds, se ha informado la mejora de los sintomas en pacientes con MS, a
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quienes se administré estradiol’. Los estrégenos parecen afectar
directamente la funcién de los linfocitos T, y se ha demostrado la
modulacién de la produccién de citocinas por clones de linfocitos T de
pacientes con MS**, Adicionalmente, se demostré la inhibicion del factor
NF-xB por el estriol en estas células®.

Se ha demostrado asimismo que los estrégenos modulan la actividad de la
enfermedad en encefalomielitis autoinmunitaria experimental (EAE)
murina, un modelo bien definido de esclerosis multiple* . Este modelo se
empled para probar el tratamiento con SERMS/Estrégenos Selectivos de
Tejido (TSEs) y agonistas selectivos de receptor a de estrégeno.

Los SERMS son una clase de medicamentos que se fijan al receptor de
estrogeno y muestran efectos selectivos de tejido. Por ejemplo, el SERM
raloxifeno posee efectos agonistas de estrégeno sobre el hueso, los lipidos y
los factores de coagulacién, y efectos antagonistas de estrogeno sobre el
seno y el Gtero.'” Los SERMS pueden incluir 1) agentes previamente
conocidos como anti-estrégenos, tales como 16-epiestriol, etamoxitrifetol,
clomifeno, y tamoxifeno; 2) un derivado de 19-nortestosterona, tibolone; 3)
raloxifeno y sus andlogos; y 4) derivados més recientes de trifeniletileno,
tales como droloxifeno, toremifeno, idoxifeno, y levormeloxifeno.” Los
SERMS compiten con estrégenos endrigenos en fijarse al receptor y
pueden activar o bloquear la accién del estrogeno. "

Un objeto de la presente invencién es ofrecer nuevos métodos de tratar una
patologia autoinmunitaria mediante la administracion de agentes que
poseen actividad de receptor a de estrégeno, particularmente SERMS,

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién ofrece un método de tratar una patologia
autoinmunitaria en un mamifero, que comprende administrar por lo menos
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un agente, que posee actividad agonista de receptor @ de estrégeno, al
mamifero en una cantided suficiente para disminuir la produccién de
citocinas TH-1 y/o TH-2.

La presente invenci6n facilita asimismo un método de tratar una patologia
autoinmunitaria en un mamifero, que comprende administrar un modulador
selectivo de receptor de estrégeno al mamifero en una cantidad suficiente
para disminuir la produccién de citocinas TH-1 y/o TH-2.

La presente invencién proporciona ademés un método de seleccionar
compuestos Utiles para el tratamiento de esclerosis miiltiple, que

comprende seleccionar un compuesto que posee actividad agonista de
receptor a de estrégeno.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La invencién puede entenderse mds completamente a partir de la
descripcion detallada y los dibujos acompailantes que forman parte de esta

solicitud.

Figura 1A muestra el efecto del antagonista ER ICI sobre la supresién,
mediada por estrégeno, de la enfermedad.

Figura 1B muestra ¢l efecto de Raloxifeno vs. Compuesto A sobre EAE.
Figura 2 muestra el efecto de ligandos selectivos de ER sobre EAE.

Figura 3A muestra el efecto de la administraciéon in vivo de ligandos
selectivos de ER sobre la produccion de TNF-a por esplenocitos de ratones

con EAE.

Figura 3B muestra el efecto de la administracién in vivo de ligandos
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selectivos de ER sobre la produccién de IL4 por esplenocitos de ratones
con EAE.

Figura 3C muestra el efecto de la administracién in vivo de ligandos
selectivos de ER sobre la produccién de [IFN-y por esplenocitos de ratones
con EAE.

Figura 3D muestra el efecto de la administracién in vivo de ligandos
selectivos de ER sobre la produccién de IL-5 por esplenocitos de ratones
con EAE.

Figura 3E muestra el efecto de la administracién in vivo de ligandos
selectivos de ER sobre la produccién de IL-2 por esplenocitos de ratones
con EAE.

Figura 3F muestra el efecto de la administracién in vivo de ligandos
selectivos ER sobre la produccién de IL-10 por esplenocitos de ratones con
EAE.

Figura 4A muestra el efecto de compuestos sobre la proliferacién de células
CD4- a la estimulacién del antigeno.

Figura 4B muestra el efecto de compuestos sobre la proliferacién de células
CD4+ a la estimulacion del antigeno.

Figura 5A muestra el efecto de compuestos sobre la produccién de TNF-a
por linfocitos T efectores a la estimulacion del antigeno.

Figura 5B muestra el efecto de compuestos sobre la produccién de IFN-y
por linfocitos T efectores a la estimulacién del antigeno.

Figura SC muestra el efecto de compuestos sobre la produccién de IL-4 por
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linfocitos T efectores a la estimulacién del antigeno.

Figura 5D muestra el efecto de compuestos sobre la produccién de IL-2 por
linfocitos T efectores a la estimulacién del antigeno.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Tal como se divulga aqui, la administracién de un agente, que posee
actividad agonista de receptor @ de estrégeno, a un mamifero reduce la
gravedad de patologias autoinmunitarias. Estos efectos parecen deberse, en
parte, al efecto de tales agonistas en reducir la produccién de citocinas TH-
1 y/o TH-2 por linfocitos T en la periferia y el sitio de patologia.

Por lo tanto, la presente invencién ofrece un método de tratar una patologia
autoinmunitaria en un mamifero, que comprende administrar un agente que
posee actividad agonista de receptor a de estrogeno al mamifero en una
cantidad suficiente para disminuir la produccién de citocinas TH-1 y/o TH-
2. De igual manera, la presente invencién proporciona un método de tratar
una patologia autoinmunitaria en un mamifero, que comprende administrar
un modulador selectivo de receptor de estrégeno al mamifero en una
cantidad suficiente para disminuir la produccion de citocinas TH-1 y/o TH-
2.

Los métodos de la invencién pueden ponerse en prictica con respecto a una
variedad de patologias autoinmunitarias. Tales patologias son conocidas en
el arte e incluyen, pero sin limitarse a, esclerosis miltiple, artritis
reumatoide, psoriasis, tiroiditis autoinmunitaria, uveitis, myasthenia gravis,
enfermedad inflamatoria intestinal y sindrome de Sjdgren. En
incorporaciones preferidas de la invencién, el mamifero puede ser una

hembra, un macho, un humano o0 un no humano.

En una incorporacién de la invencién, el agente que posee actividad
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agonista de receptor a de estrégeno se administra por una via seleccionada

de las vias orales, transcutineas, respiratorias, subcuténeas e intravenosas.

En incorporaciones preferidas de la invencién, la citocina TH-1 se
selecciona del grupo conformado por TNF-a, IFN-y e IL-2, y la citocina
TH-2 se selecciona del grupo conformado por IL-4, [L-S e IL-10. Las
personas expertas en el arte observardin que una respuesta inmunitaria
mediada por TH-1 se caracteriza por la secrecion de citocinas pro-
inflamatorias, que incluyen TNF-a, IFN-y, IL-2. Una respuesta mediada
por TH-2 se caracteriza por secrecién de citocinas anti-inflamatorias tales
como IL-4, IL-5 y IL-10. En una incorporacién preferida de la invencién,
la producciéon de citocinas TH-1 se suprime por la administracion del
agente. En otra incorporacion preferida de la invencién, se suprime la
produccion de las dos citocinas TH-1 y TH-2. En una incorporacién més
de la invenci6n, se suprime la produccién de citocinas TH-1 y se aumenta
la produccion de citocinas TH-2.

Como una incorporacién preferida, el agonista de ERa exhibe una actividad
anti-inflamatoria, verbigracia una reduccién de la actividad NF-xB. En otra
incorporacién preferida, el agonista de ERa es no esteroide.

En una incorporacién adicional de la invencién, el SERM se selecciona del
grupo que comprende raloxifeno, tamoxifeno, lasofoxifeno, idoxifeno,
droloxifeno, bazedoxifeno, toremifeno y sus derivados y andlogos. En otra
incorporacién de la invencién el modulador selectivo de receptor de
estrégeno ejerce un efecto biologico sobre el cerebro o el sistema nervioso
central.

La presente invencién ofrece ademés un método de seleccionar compuestos
utiles para el tratamiento de esclerosis miiltiple, que comprende seleccionar
un compuesto que posee actividad agonista de receptor a de estrégeno.
Anilisis convencionales para determinar la actividad del agonista in vitro,
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usando receptores tales como luciferasa, son bien conocidos en el arte. Son \\'U
ilustrativas de andlisis de agonista las siguientes publicaciones, las cuales se
incorporan por referencia con respecto a sus andlisis de agonista de ERa:
Lyttle CR, Damian-Matsumura P., Juul H., Butt TR, Human estrogen
receptor regulation in a yeast model system and studies on receptor agonists
and antagonists, J. Steroid Biochem Mol Biol 42:677-685 (1992);
Katzenellenbogen BS, Bhardwaj B, Fang H, Ince BA, Pakdel F, Reese JC,
Schodin D, Wrenn CK, Hormone binding and transcription activation by
estrogen receptors: analyses using mammalian and yeast systems, J Steroid
Biochem Mol Biol 47:39-48 (1993); PCT International Publication No. WO
00/37681; Webb P, Lopez GN, Greene GL, Baxter JD, Kushner PJ, 1992,
The limits of the cellular capacity to mediate an estrogen response, Mol
Endocrinology, 6(2): 157-67. Preferiblemente, en tales andlisis, un
"agonista de receptor a de estrogeno” se define como un compuesto que
sustancialmente imita la actividad ER-a de 17-B estradiol, tal como se mide
en el andlisis seleccionado para determinar la actividad estrégena.

En una incorporacién preferida de la invencidn, el compuesto es un SERM.
En una incorporacion mis de la invencién, el compuesto disminuye la
produccién de TNFa en por lo menos alrededor de 20%-100%, como se
describe en el Ejemplo II del presente texto. En incorporaciones
alternativas, la disminucion puede ser por lo menos 30, 40, 50, 60 u 80%.

Definiciones de abreviaturas y términos:
Las siguientes definiciones se ofrecen para una completa comprensién de
los términos y abreviaturas usados en esta especificacion.

Tal como se emplea aqui y en las reivindicaciones anexas, las formas del
singular "un”, "uno” y "el" incluyen la referencia al plural, a menos que el
contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, una referencia
a "un agonista de receptor @ de estrégeno” incluye una pluralidad de tales
agonistas.
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Las abreviaturas en la especificacién corresponden a unidades de medida,
técnicas, propiedades o compuestos en la siguiente forma: "pg" significa
microgramo(s), "ml" significa mililitro(s), "uM" significa micromol(es),
"mM" significa milimol(es), "s.c.” significa subcutdneo, "i.p." significa
intraperitoneal, y "p.o" significa oral.

"Esclerosis miiltiple" se abrevia MS.

"Sistema nervioso central” se abrevia CNS.

"T-cooperador-1" y "T-cooperador-2" se abrevian TH-1 y TH-2,
respectivamente.

"Factor de Necrosis Tumoral-a" se abrevia TNF-a.

"Interferdn-y" se abrevia IFN-y.

"Factor Nuclear-xB" se abrevia NF-xB.

"Encefalomielitis Autoinmunitaria Experimental” se abrevia EAE.
"Moduladores selectivos de receptor de estrégeno™ SERMS.
"Estrégenos Selectivos de Tejido " se abrevia TSEs.

"Receptor de Estrégeno" se abrevia ER.

"Interleucina” se abrevia IL

"Péptido de proteina proteolipidica” se abrevia PLP.
"Coadyuvante Completo de Freund" se abrevia CFA.

"Pos-transferencia” se abrevia PT.

Tal como se emplea aqui, el término "patologia autoinmunitaria” se refiere
a una patologia mediada por una respuesta autoinmunitaria perjudicial. En
la mayoria de las patologias autoinmunitarias, los linfocitos T reconocen un
componente anfitrién en uno o mds tejidos como extrafios y atacan ese
tejido.

El término "tratamiento”, tal como se emplea aqui, incluye el tratamiento
preventivo (verbigracia, profildctico), curativo, o paliativo y "tratar”, tal

como se emplea aqui, incluye asimismo el tratamiento preventivo, curativo
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y paliativo. "Tratar", con referencia a una patologia autoinmunitaria, se
refiere a cualquier efecto observable del tratamiento. El efecto benéfico
puede evidenciarse por la manifestacion retardada de sintomas clinicos en
un mamifero susceptible, una reduccion en la gravedad de algunos o todos
los sintomas clinicos de la enfermedad, una evolucién més lenta de la
enfermedad, una reduccién en el niimero de recaidas de la enfermedad, una
reduccién en el niimero o actividad (verbigracia, secrecién de citocinas) de
linfocitos T patégenos en el sitio de patologia o en la circulacién, una
mejora en la salud general o bienestar del individuo, o por otras
caracteristicas bien conocidas en el arte, que son especificas de la
enfermedad particular.

Tal como se divulga aqui, el término "agente que posee actividad de
receptor @ de estrégeno” es un agente que exhibe actividad ERa e incluye,
pero sin limitarse a, los moduladores selectivos de receptor de estrégeno y
estrogenos selectivos de tejido. El término puede incluir también agonistas
parciales, péptidos, polipéptidos, genes, fragmentos de genes, moléculas
pequefias no peptidicas, productos naturales, ADN complementario y
mARN.

Tal como se emplea aqui, el término "mamifero” se refiere a un humano, un
primate no humano, canino, felino, bovino, ovino, porcino, murino u otro
mamifero veterinario o de laboratorio. Las personas expertas en el arte
reconocen que una terapia que reduzca la gravedad de una enfermedad
inmunitaria en una especie de mamifero es predictiva del efecto de la
terapia sobre otra especie de mamifero. La persona experta es consciente
igualmente de que se conocen modelos animales creibles de enfermedades
inmunitarias humanas, incluida EAE, que es un modelo animal creible de

esclerosis miltiple.

Una "cantidad eficaz para disminuir la produccién de citocinas TH-1 y/o
TH-2" se refiere a una cantidad eficaz, con posologias y durante periodos
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de tiempo necesarios para lograr el resultado deseado de tratar una
patologia autoinmunitaria. Se observard que la cantidad de agonista de
receptor @ de estrogeno, eficaz para disminuir la produccién de citocinas
TH-1 y/o TH-2 en los métodos de la presente invencién, variardn de un
individuo a otro no sélo con el agonista particular seleccionado, la via de
administracién y la capacidad del agonista de provocar una respuesta
deseada en el individuo, sino también con factores tales como el estado de
la enfermedad o la gravedad de la afeccion a aliviar, edad, sexo, peso del
individuo, el estado de salud del paciente, y la gravedad de la condicién
patolégica que se estd tratando, la medicacion concurrente o dietas
especiales que sigue en ese entonces el individuo particular, y otros factores
que reconocerdn aquellas personas expertas en el arte, halldndose en 1ltima
instancia la posologia apropiada a discrecién del médico encargado. Los
regimenes de posologia pueden ajustarse para proporcionar la respuesta
terapcutica mejorada. Una "cantidad eficaz para disminuir la produccion
de citocinas TH-1 y/o TH-2" es ademds una en la cual los efectos
terapéuticamente benéficos superan cualesquiera efectos téxicos o
perjudiciales del agonista.

Preferiblemente, los agonistas de receptor a de estrogeno se administran en
los métodos de la presente invencién con una posologia y durante un tiempo
tales que se disminuya la produccién de citocinas TH-1 y/o TH-2,
comparada con la produccion de estas citocinas al inicio del tratamiento.
Del mismo modo, tal tratamiento puede ser benéfico para reducir la
gravedad general de los sintomas de una enfermedad autoinmunitaria,
comparados con la gravedad de los sintomas antes del inicio del
tratamiento. En una incorporacién preferida, las posologias varian desde
Smg/kg/dia a 500 mg/kg/dia, y, alternativamente, en por lo menos alrededor
de 10, 50, 100 6 150 mg/kg/dia.

EJEMPLOS

-10 -
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La presente invencion se define con més detalle en los siguientes Ejemplos.
Hay que entender que estos Ejemplos, aunque indican incorporaciones
preferidas de la invencidn, se dan a modo de ilustracién Unicamente. A
partir de la discusion anterior y estos Ejemplos, una persona experta en el
arte puede verificar las caracteristicas esenciales de esta invencion y, sin
apartarse del espiritu y el &mbito de la misma, puede introducir varios
cambios y modificaciones de la invencién para adaptarla a diferentes usos y

condiciones.

Ejemplo 1 — Efecto de la Administracién In Vivo de
Compuestos en un Modelo Animal de Esclerosis Miiltiple

Este Ejemplo muestra que, en un modelo animal de esclerosis multiple, la
administracién in vivo de agonistas selectivos de receptor a de estrégeno
tiene como resultado una manifestacion retardada y una incidencia y
gravedad disminuidas de la enfermedad.

Materiales y Métodos

Animales. Veinticinco ratones SJL hembra intactos (6-8 semanas de edad)
(Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) se usaron como ratones donantes
en el modelo de tansferencia adoptiva de EAE.

Induccién de la Encefalomielitis Autoinmunitaria Experimental (EAE).
La EAE se indujo por la transferencia adoptiva de células del bazo,
sensibilizadas con PLP, usando una modificacion de los métodos descritos
previamente.”’ Los ratones se inmunizaron con péptido de protefna de
proteolipido 139-151 (PLP) emulsionada en coadyuvante completo de
Freund (CFA). Cada animal recibié 150 ug de PLP en un volumen de 0.2
ml CFA, que contenia 4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis inactivado y
secado por calor (cepa H37RA). La emulsién de PLP/CFA se inyectd s.c.
en dos sitios (en el lomo, y en la base de la cola). Se inyectd 0.1 ml en cada

sitio. Diez dias después, los ratones se sometieron a eutanasia y se
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recogieron los bazos. Se prepararon suspensiones individuales de células
de los bazos. Después de la lisis de los eritrocitos, las células se cultivaron

con una concentracién de 5x10° células/ml durante 3 dias en matraces de
cultivo de tejido de 75 cm? en RPMI-10 (medio RPMI que contenia 10% de
suero fetal bovino inactivado por calor, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml
de estreptomicina, 2mM de glutamina, 50 pM 2-mercaptoetanol). Se
agregd PLP con una concentracién final de 5 pg/ml. Las células se
incubaron a 37 °C en 5% CO,. Luego de la incubacién, se cosecharon las
células efectoras estimuladas por PLP, se lavaron con salina tamponada con

fosfato y se inyectaron i.p. en ratones SJL hembras, a las que se les habian
extirpado los ovarios (6-8 semanas de edad) (1.5x10 células/ratén). La
manifestacion de la enfermedad ocurre por lo general 7-14 dias pos-
transferencia (PT) de las células.

El grado de gravedad de la enfermedad se monitored diariamente usando la
escala mostrada en Tabla 1.

Tabla 1: Escala de Gravedad de la Enfermedad

0
1
2

Sin signos manifiestos de enfermedad

Cola flicida

Cola flacida/debilidad de las extremidades posteriores
(observada como un contoneo, el ratén pierde el control de
las extremidades posteriores que pasan a través de los
vanos de la jaula)

Pardlisis parcial de las extremidades posteriores (el ratén ya
no puede apoyarse sobre las partes traseras pero puede
mover alin una o ambas extremidades en cierta medida)
Pardlisis completa de las extremidades posteriores (pérdida
completa de movimiento en las extremidades posteriores; el
animal arrastra las extremidades posteriores; puede agarrar
una barra y erguirse sin dificultad)

-12 -
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5 Parilisis completa de las extremidades posteriores y/o
debilidad moderada de las extremidades anteriores (el ratén
puede agarrar todavia una barra, pero tiene cierta dificultad
en erguirse)

6  Parilisis completa de las extremidades postetiores con

. debilidad severa de las extremidades anteriores o pardlisis;
moribundo

."Para evaluar el efecto de los compuestos sobre la enfermedad, se
administraron compuestos diariamente a los ratones receptores (s.c. o p.o.)
en las dosis indicadas, usando un vehiculo de 10% etanol/90% aceite de
maiz. Los animales de control recibieron sélo vehiculo. Los ratones
recibieron las dosis con 5-7 dias de anticipacion a la transferencia adoptiva
de las células de los donantes.

Andlisis Histoldgico. Al pico de la enfermedad (14 dias PT), los ratones se
sometieron a eutanasia con CO,. Se extirparon los cerebros y las médulas
espinales en la necropsia y se ﬁjémn en formalina tamponada al 10%. Los
cerebros se cortaron en tres segmentos (en lineas generales, cerebro anterior
cerebro medio y cerebelo) y se compactaron como un sélo bloque. La
médula espinal se descalcificé en 10% HCl y se cortd en segmentos
cervicales, tordcicos y lumbares compactados como un solo bloque. Se
prepar$ una laminilla de vidrio H&E (hematoxilina y eosina) estindar de
cada bloque de tejido (cerebro y médula espinal) de cada ratén entregado,
evaluindose dos laminillas H&E resultantes por raton.

Se evaluaron las laminillas y las lesiones observadas se calificaron
subjetivamente con respecto a la presencia (P = presente) y/o gravedad.
Las calificaciones de gravedad son 0 = WNL (dentro de los limites
normales), 1= leve o minima, 2 = benigna, 3 = moderada, 4 = marcada y 5
= grave. La ubicacion de los resultados, en relaciéon con el organo, se

denotdé como perivascular, periventricular, ependimaria 0 meningea, y
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también focal (en éreas pequefias o no a través de toda la seccion), o difusa
(a través de toda la seccién examinada). Focal se defini6 como muy
localizada y que no afectaba a cada estructura. Los resultados no definidos
como focales eran difusos o afectaban a cada estructura (verbigracia, todos
los vasos). Los leucocitos observados eran principalmente linfocitos y
macrofagos con neutrdfilos ocasionales. La desmielinaciéon se observd
como huecos abiertos distinguibles en trayectos de materia blanca en la
médula espinal.

Los modelos murinos tipicos de EAE tienen focos diseminados de
agregados, de tamafio leve a moderado, de leucocitos y raramente tienen
infiltrados difusos en los tejidos afectados.

Andlisis de Respuestas de Repeticion especificas de PLP: Produccién de
Citocinas.

Para examinar el efecto de compuestos administrados in vivo sobre la
produccién de citocinas por esplenocitos de ratones con EAE, los ratones se
sometieron a eutanasia con CO, al pico de la enfermedad (14 dias PT), y se
recogieron los bazos. Los bazos se procesaron individualmente en
suspensiones individuales de células. Luego de la lisis de los eritrocitos, las
c€lulas se re-suspendieron en RPMI-10 y se cultivaron en placas de cultivo
de tejido de 24 pozos con una concentracién de 5x10° células/ml. Las
células se estimularon con Sug/ml PLP. Se recogieron los sobrenadantes
después de 3 dias y se congelaron hasta el momento de su utilizacién a -
20°C. Se cuantificaron las citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-5, IL4, IL-2) en
los sobrenadantes usando un estuche de citometria de flujo, disponible en el
comercio (Cytometric Bead Array, Becton Dickinson BioSciences, San
Diego, CA). Se cuantificé la IL-10 usando un estuche ELISA especifico de
1L-10 (Becton Dickinson BioSciences).

Para examinar in vitro el efecto de compuestos sobre la produccién de

citocinas por células efectoras cebadas con PLP, se inmunizaron ratones
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SJL con PLP emulsionado en CFA. Después de 10 dias, se recogieron los
bazos y se prepararon suspensiones individuales de células. Luego de la
lisis de los eritrocitos, los esplenocitos se estimularon con 5 pg/ml PLP en
la presencia de compuesto durante 3 dias a 37 °C, 5% CO,. Las muestras
de control no se estimularon y se cultivaron en medio Unicamente
("medio"). Los compuestos se agregaron con una concentracion final de 1
pM. Después de 3 dias de incubacién, se recogieron los sobrenadantes y se
almacenaron a -20 °C. Se cuantificaron las citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-5,
IL-4, IL-2) en los sobrenadantes usando un estuche Cytometric Bead Array.

Efecto de compuestos sobre la proliferacion de linfocitos T efectores a la
estimulacidn con antigeno

Para examinar el efecto de la proliferacién de linfocitos T efectores in vitro
en respuesta a la estimulacién con PLP, se estudié la proliferacion de
linfocitos T mediante citometria de flujo usando el siguiente andlisis. Se
inmunizaron ratones SJL con PLP emulsionado en CFA. Luego de 10 dias,
se recogieron los bazos y se prepararon suspensiones individuales de
células. Después de la lisis de los eritrocitos, los esplenocitos se
etiquetaron con succinimidil éster de carboxifluoresceina (CFSE).
Seguidamente las células etiquetadas con CFSE se incubaron con PLP
durante 3 dias a 37 °C, 5% CO,. Los compuestos s¢ agregaron con una
concentracion final de 1 pM. Para determinar el porcentaje de células
CD4" que se dividieron, las células etiquetadas con CFSE se tinturaron con
anticuerpos especificos para ¢l marcador CD4 antes del andlisis citométrico
de flujo.

Resnltado

L Efecto de SERMu/Estrégenos Selectivos de Tejido sobre

EAE _inducida por la transferencia adoptiva de células
efectoras cebadas con PLP
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Tal como se indicd previamente, el tratamiento con 17@-estradiol (E2) se
tradujo en un retardo en la manifestacién asi como en una incidencia y
gravedad reducidas de la enfermedad (Figura 1A; referencias 9, 11-13).
Para determinar si los efectos protectores del estrégeno en este modelo eran
mediados por el receptor de estrégeno, los ratones se trataron con E2 y el
antagonista de receptor de estrégeno ICI 182,780. ICI aboli6 el efecto de
E2 sobre la enfermedad (Figura 1A).

El tratamiento con E2 o con los SERMs raloxifeno o Compuesto A [2-
(hidroxifenil)-3-metil-1-[4-(2-piperidin- 1-il-etoxi)bencil]- 1 H-indo!-5-ol
clorhidrato monohidrato] tuvo como resultado un retardo en la
manifestacién, asl como una incidencia y gravedad reducidas de la
enfermedad (Figura 1B y Tabla II). Consistentes con los efectos de estos
compuestos sobre los signos clinicos de la enfermedad, hubo una reduccién
en la cantidad de células inflamatorias que infiltraban las médulas espinales
y los cerebros de los ratones tratados con Compuesto A, comparados con
los ratones de otros grupos de tratamiento., Ademds, no se detectd
desmielinacion en las médulas espinales de ratones tratados con Compuesto
A.

Tabla I1. Hallazgos Histolégicos

— e
lemcocitos Desmielinacién
Tratamiento nIfnlngeu / ::::bﬁ;r::u F':::::E::; dela n_:éclnln
perivasculares en Ia médula espinal
el cerebro
. espinal
Vehiculo 3" (233)° Meningea, 33 Q) 3B Q)
perivascular
y periependimaria
E2 4/4 (2.5) Meninges, % (1.7 % (1.3)
perivascular
y periependimaria
Raloxifeno 5/5 (2.4) Meninges, 5/5(1.4) 5/5(1.2)
perivascular
y pericpendimaria
Compuesto /527 Meningea, 1/5 (1) 0/5
A perivascular
Y periependimaria

a = Niimero de cerebros con hallazgo / nimero total evaluado
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v
S

Grado promedio de gravedad de las lesiones observadas;
Dentro de los limites normales, 1=leve, 2=benigna, 3=moderada, 4=marcada,
S=grave

o
[}

Il Efecto de Agonistas Selectivos de Receptor de Estrégeno sobre

EAE inducida por Ia transferencia adoptiva de células efectoras
cebadas con PLP

El tratamiento con E2 o el agonista selectivo de ERa PPT (propilpirazol
triol) tuvo como resultado un retraso en la manifestacién, asi como una
incidencia y gravedad reducidas de la enfermedad (Figura 2). Ademads, los
ratones tratados con PPT presentaron una inflamacion reducida en el
cerebro y las médulas espinales, comparada con ratones tratados con
vehiculo, o con agonista selectivo de ERp (Tabla III). El examen
histol6gico revelé que los ratones a los que se administré6 PPT tenian los
tejidos més normales comparados con los ratones de control con vehiculo.
Todos los cuatro tenfan infiltrados leves de leucocitos en las meninges, pero
dnicamente en la base del cerebro (alrededor del cerebro
posterior/cerebelo/puente de Varolio/médula sobre las superficies ventrales
inicamente). Ninguno de estos ratones presentaba lesiones de la médula
espinal; las médulas espinales de estos ratones estuvieron todas dentro de

los limites normales.

Tabla Il
Infiltrados de
Infiltrados de .
leacocitos
leucocitos Desmielinacién
Distribucién de meningeos /
Tratamiento in / N de In méduala
ratamien l:“i wl res lesiones cerebrales p:nn:::dlzr: ¢ espin .I"
ea el cerebro espinal
Vehiculo 445 (2.75)° Periventricular y 4/4(2) %2
ependimaria
E2 3/4(1.7) Meningea 2/4(1) 1/4 (1)
ERo-PPT 4/4 (1) Base del cerebro 0/4 0/4
(ERa)
ERpB-041 4/4 (2.3) Periventricular y 2/4(1.5) 2/4 (1.5)
(ERf) ependimaria

a = Nimero de cerebros con hallazgo / niimero total evaluado
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Grado promedio de gravedad de las lesiones observadas;

o
n

S=grave

Dentro de los limites normales, 1=leve, 2=benigna, 3=moderada, 4=marcada,

IIl. [Efecto de nistas Selectivos de ER sobre las Respuestas de
Repeticién especificas de PLP: Produccién de Citocinas

Consistente con el efecto del agonista selectivo de ERa PPT sobre la
enfermedad, ¢l tratamiento de ratones con PPT tuvo como resultado una
produccién disminuida de citocinas a la estimulacién de esplenocitos con
PLP in vitro (Figura 3). Tanto la citocina Thl/pro-inflamatoria (TNF-a,
IFN-y, IL-2) como la citocina Th2/anti-inflamatoria (IL-4, IL-5, IL-10) se
suprimieron por un tratamiento in vive con PPT, indicando que PPT puede
suprimir la enfermedad inhibiendo la activacién de linfocitos T, més que
por la desviacion inmunitaria de la respuesta Thl patégena a la respuesta
Th2 protectora. En contraste, el agonista selectivo de ERa no tuvo efecto
sobre la produccion de citocinas (*, p<0.05 comparada con el grupo de
vehiculo).

Ejemplo II — Efecto de Compuestos sobre Respuestas Inmunitarias
Especificas de Antigeno In Vitro

Se examino in vitro el efecto de estrégenos selectivos de tejido (Compuesto
A) y ligandos selectivos de ERa (PPT) sobre respuestas inmunitarias
especificas de antigeno in vitro.

A. Efecto de Compuestos sobre la Proliferaciéon de linfocitos T
efectores a la estimulacién del antigeno

El tratamiento de células efectoras, cebadas con PLP, con el estrégeno
selectivo de tejido Compuesto A o con el agonista selectivo de ERa PPT
tuvo como resultado una proliferacion disminuida de linfocitos T
especificos de antigeno (Figura 4). Se suprimi6 la proliferacién de ambas
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poblaciones de células CD4+ y CD4-. Estos resultados sugieren que cada ;
uno de estos compuestos puede actuar limitando potencialmente en parte la
expansion clonal de linfocitos T especificos del antigeno.

B. Efecto de compuestos sobre la produccién de citocinas por
células efectoras a la estimulacién del antigeno

El tratamiento de células efectoras, cebadas con PLP, con el estrégeno
selectivo de tejido Compuesto A o con agonista selectivo de a (PPT)
resulté en una produccién disminuida de citocinas a la estimulacién del
antigeno (Figura S). Ambos compuestos inhibieron la produccién de la
citocina pro-inflamatoria (TH-1) TNF-a. Tanto el Compuesto A como los
agonistas selectivos de ERa PPT suprimieron igualmente la produccién de
IFN-y. La incubacién de estas células con el estrogeno selectivo de tejido
Compuesto A tuvo asimismo como resultado un aumento concomitante en
la citocina anti-inflamatoria IL.-4, mientras que los otros compuestos no
tuvieron efecto. Estos resultados sugieren que los agonistas selectivos de
ERa (PPT) pueden tener efectos diferentes que los estrogenos selectivos de
tejido sobre la produccion de citocinas especificas del antigeno. Mientras
que los primeros pueden suprimir EAE inhibiendo la produccién de
citocinas pro-inflamatorias (TH-1), los estrégenos selectivos de tejido
pueden promover ademds las desviacién inmunitaria a una respuesta
inmunitaria protectora anti-inflamatoria/TH-2.
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Conclusiones

El tratamiento con los SERMs/TSEs raloxifeno y Compuesto A, asi como
el agonista selectivo de ERa PPT, suprimieron EAE, con el resultado de
una manifestacién retardada de la enfermedad, al igual que una incidencia y
gravedad disminuidas. La supresién de los signos clinicos de la
enfermedad en ratones tratados con estos compuestos se asocié con una
patologia reducida e infiltracién de leucocitos en los cerebros y médulas
espinales. Esto sugiere que estos compuestos pueden disminuir la
enfermedad limitando el trifico de células patdgenas en los cerebros y
médulas espinales, por ejemplo, aminorando la expresién de moléculas de
adhesién y/o afectando la expresién de quimiocina/receptor de quimiocina,
La supresién de la enfermedad, inducida por la transferencia adoptiva de
células efectoras cebadas con PLP, con SERMSs/TSEs y agonistas selectivos
de ERa sugiere que estos compuestos tienen la capacidad de alterar la
actividad de las células efectoras encefalitdgenas. Estos hallazgos
contrastan con la nocion de que las células efectoras diferenciadas son més
resistentes a los efectos de los estrégenos, comparadas con las células

virgenes".

Los datos in vitro presentados aqui sugieren que los agonistas selectivos de
ERa, preferencialmente SERMS o ligandos anti-inflamarorios ER, pueden
tener efectos directos sobre la proliferacién de linfocitos T especificos del
antigeno y la produccién de citocinas, limitando asf la expansién y
diferenciacion de linfocitos T patogenos. Todos los tres tipos de ligandos
son eficaces en suprimir la produccién de las citocinas pro-inflamatorias
(TH-1). No obstante, los estrégenos selectivos de tejido pueden promover
ademas la produccion de citocinas anti-inflamatorias (TH-2) protectoras, lo
cual sugicre que estas moléculas pueden poseer efectos diferenciales sobre
las respuestas inmunitarias especificas de PLP.

La observacién de que los SERMS/TSEs son capaces de alterar el curso de
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la enfermedad en este modelo es en cierta forma sorprendente, dados los
efectos conocidos de los SERMs y los antagonistas de estrégeno en lupus
eritematoso sistémico murino, el modelo de lupus en ratones. Se ha
demostrado que los SERMs poseen efectos terapéuticos benéficos en lupus,
una enfermedad autoinmunitaria en la cual la enfermedad se exacerba por

estrogenos'*'%.

Puesto que los SERMs parecen actuar en una forma
antagonista en el lupus, se ha anticipado que los SERMs tendrian una
actividad antagonista similar en EAE. Por lo tanto, la prediccién seria que
los SERMS no tendrian efecto, o exacerbarian la EAE. En vez de ello, los

SERMs demostraron actividad supresora de la enfermedad.
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Lo que se reivindica es:

1. Un método de tratar una patologia autoinmunitaria en un mamifero,
que comprende administrar por lo menos un agente, que posee
actividad agonista de receptor @ de estrogeno, al mamifero en una
cantidad suficiente para disminuir la produccién de citocinas TH-1 y/o
TH-2.

2. El! método de la reivindicacién 1, en donde la patologia
autoinmunitaria se selecciona del grupo conformado por esclerosis
multiple, artritis reumatoide, psoriasis, tiroiditis autoinmunitaria,
uveitis, enfermedad inflamatoria intestinal y sindrome de Sj&gren.

3. El método de la reivindicacién 1, en donde el mamifero es una
hembra.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde el mamifero es un macho.
5. El método de la reivindicacién 1, en donde el mamifero es un humano.

6. El método de la reivindicacién 1, en donde el mamifero es un no

humano.

7. El método de la reivindicacioén 1, en donde e! agente se administra por
una via seleccionada de vias orales, transcutineas, respiratorias,

subcutianeas e intravenosas.

8. El método de la reivindicacién 1, en donde la citocina TH-1 se
selecciona del grupo conformado por TNF-a, IFN-y e IL-2.

9. El método de la reivindicacién 1, en donde la citocina TH-2 se
selecciona del grupo conformado por IL-4, IL-5 e IL-10.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

El método de la reivindicacién 1, en donde el agente disminuye la @

actividad de factor Nuclear xB.

El método de la reivindicacién 1, en donde el agente es no esteroide.

El método de la reivindicacién 1 en donde el agente es un modulador
selectivo de receptor de estrogeno administrado en una cantidad
suficiente para disminuir la produccion de citocinas TH-1 y TH-2.

El método de la reivindicacién 12, en donde la patologia
autoinmunitaria se selecciona del grupo conformado por esclerosis
multiple, artritis reumatoide, psoriasis, tiroiditis autoinmunitaria,
uveltis, enfermedad inflamatoria y sindrome de Sj6gren.

El método de la reivindicacion 12, en donde el mamifero es una
hembra.

El método de 1a reivindicacién 12, en donde el mamifero es un macho.

El método de la reivindicacién 12, en donde el mamifero es un

humano.

El método de la reivindicacién 12, en donde el mamifero es un no

humano.

El método de la reivindicacién 12, en donde el modulador selectivo de
receptor de estrogeno se administra por una via seleccionada de las

vias orales, transcuténeas, respiratorias, subcutineas e intravenosas.

El método de la reivindicacién 12, en donde la citocina TH-1 se
selecciona del grupo conformado por TNF-a, IFN-y e IL-2.
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20. El método de la reivindicacion 12, en donde la citocina TH-2/se
selecciona del grupo conformado por IL-4, IL-5 e IL-10.

21. El método de la reivindicacién 12, en donde el modulador selectivo de
receptor de estrégeno disminuye la actividad de Factor Nuclear xB.

22. El método de la reivindicacién 12, en donde el modulador selectivo de
receptor de estrogeno se selecciona del grupo conformado por
raloxifeno, tamoxifeno, lasofoxifeno, idoxifeno, droloxifeno,

__‘___..——-1—
bazedoxifeno y toremifeno.

23. Un método de seleccionar compuestos utiles para el tratamiento de
esclerosis miultiple, que comprende seleccionar un compuesto que
posee actividad agonista de receptor a de estrégeno.

24. El método de la reivindicacién 23, en donde el compuesto es un
modulador selectivo de receptor de estrogeno.

25. El método de la reivindicacion 23, en donde el compuesto disminuye
la produccién de TNF-a en por lo menos alrededor de 20%.
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