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DESCRIPCION

Composicién y procedimiento para modular la interaccion entre células dendriticas y linfocitos T.

La presente invencion se refiere a composiciones y a su utilizacién para reducir la respuesta inmune en un animal,
tal como el hombre u otro mamifero.

En una forma de realizacion, la invencidn se refiere a composiciones y a su utilizacién para reducir la adhesion de
las células dendriticas a los linfocitos T.

Mas especificamente, esta forma de realizacion de la invencion se refiere a composiciones y a su utilizacion para
reducir la adhesion de receptores de lectina tipo C en la superficie de las células dendriticas a los receptores ICAM
en la superficie de los linfocitos T. Modulando esta adhesién, ambas interacciones células dendriticas-linfocitos T, tal
como la y la presentacion antigénica, asi como, por ejemplo, las respuestas primarias de los linfocitos T dependientes
de ellas, pueden verse influenciadas, dando lugar a una modulacién de la respuesta inmunitaria.

Las composiciones de la invencién pueden por tanto utilizarse para alterar las respuestas inmunes a antigenos
especificos, asi como las respuestas inmunes producidas por trastornos del sistema inmunitario, tal como puede darse
en las enfermedades autoinmunes o en las alergias.

En otra forma de realizacién, el procedimiento de la invencién puede utilizarse ademads en el tratamiento de las
infecciones por el VIH y trastornos similares del sistema inmune, asi como para modular la respuesta inmune a injertos
o después de trasplantes.

La invencion se basa en el sorprendente descubrimiento de que la adhesién de las células dendriticas a los linfocitos
T estd mediada por un receptor lectina de tipo C en la superficie de las células dendriticas. Asimismo, se ha encontrado
que esta lectina de tipo C se une a receptores ICAM en la superficie de los linfocitos T. Con el término “receptor(es)
ICAM” se quieren significar ambos receptores, el [CAM-2 y el ICAM-3, en particular el receptor ICAM-3.

La invencidn se basa ademds en el hallazgo de que la inhibicién de este receptor de lectina tipo C en las células
dendriticas por anticuerpos especificos dirigidos contra el receptor de lectina tipo C puede modular, y mds especifi-
camente reducir, la adhesion de los linfocitos T a las células dendriticas, pudiendo por tanto influenciar la respuesta
inmune, en particular sus estados iniciales.

El documento WO 96/23882 da a conocer un receptor murino y humano con dominios de lectinas de tipo C que
se expresa abundantemente en la superficie de células dendriticas y células epiteliales timicas. El receptor murino
-denominado “DEC-205"- se describe como una proteina de 295 kDa con un punto isoeléctrico de aproximadamente
7,5 que contiene 10 dominios de lectina de tipo C y que es homélogo al receptor macrofagico de la manosa (MMR).

El documento WO 96/23882 describe ademds anticuerpos monoclonales y policlonales contra DEC-205. Sin em-
bargo, estos anticuerpos no pudieron bloquear la funcién de las células dendriticas. En particular, los anticuerpos
monoclonales y policlonales anti-DEC-205 no pudieron inhibir la interaccién entre las células dendriticas y los lin-
focitos T auxiliadores, tanto in vitro (tal como se determiné por la incapacidad de los anti-DEC-205 para inhibir la
proliferacion de los linfocitos T alogénicos en una reaccién leucocitaria mezclada de sentido tinico) como in vivo (tal
como se determind por la incapacidad de anti-DEC-205 para inhibir una respuesta in vivo, es decir, en una reaccién
injerto local- con respecto a un huésped (GVH). Estos resultados sugieren que el receptor DEC-205 no estad implicado
en la interaccion célula dendritica-linfocito T (es decir, la adhesidn), y que los anticuerpos anti-DEC-205 no pueden
utilizarse para modular la respuesta inmune.

Curtis et al, en Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89 (1992), paginas 8356-8360, asi como en el documento WO
93/01820, describe un receptor gp 120 no-CD4 aislado y clonado a partir del tejido de la placenta humana. Este
receptor gp 120 se expresa en células de mamiferos que no exhiben altos niveles de CD4, tales como la placenta,
musculo esquelético, cerebro, células neurales y mucosas, asi como otros tejidos y células que incluyen colon, timo,
corazoén, linfocitos T, linfocitos B y macréfagos (pero no en el higado o en el riidn). La secuencia aminodcida del
receptor gp 120 de lectina de tipo C que se da a conocer en las SEC ID n° 1 y 2 de WO 93/01820 posee un alto
grado de homologia secuencial (>98%) con las lectinas de tipo C que se encuentran ahora presentes en las células
dendriticas.

Curtis y WO 93/01820 consideran ademads la funcién que este receptor de lectina de tipo C juega en la infeccién
de las células/tejidos mencionados anteriormente con el VIH, es decir, mediante la unién de la glicoproteina gp 120
de la envuelta principal del VIH antes de la internalizacién del virién en la célula. Se descubrié que la inhibicién
del receptor gp 120 de lectina de tipo C puede reducir o inhibir la infeccién por el VIH de estas células o tejidos.
Como inhibidores apropiados, WO 93/01820 da a conocer hidratos de carbono de manosa, carbohidratos de fucosa,
lectinas de plantas tales como concanavalina A, antibidticos especificos tales como pradimicina A, y azicares tales
como N-acetil-D-glucosamina y galactosa (que, sin embargo, se describen como menos potentes). Estos compuestos
y las composiciones que los contienen se utilizan in vitro o in vivo para inhibir la unién del VIH a la superficie
celular.
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WO 93/01820 da a conocer ademds que la unién del VIH a las células COS-7 puede inhibirse mediante la prein-
cubacién de gp 120 con un anticuerpo monoclonal anti-gp 120 (denominado “anticuerpo 110.17). Sin embargo, este
anticuerpo no se dirige contra las lectinas de tipo C, sino contra la proteina gp 120.

Sin embargo, ni Curtis ni WO 93/01820 mencionan o sugieren la presencia de dicha lectina de tipo C en las células
dendriticas, ni estas referencias mencionan o sugieren su funcion en la interaccion de la célula dendritica-linfocito T
durante las etapas iniciales de una respuesta inmune.

WO 95/32734 describe composiciones puente (o de la reticulacion) FcyRII (CD32) y su utilizaciéon para modular
la respuesta inmune para antigenos especificos. Esta referencia estd basada en el hallazgo de que la reticulacién de las
moléculas FcyRII (CD32) sobre las células presentadoras de antigenos (APC) afecta la expresion de las moléculas B7-
1/2 coestimulatorias esenciales (es decir, evita su aumento regulado) y perjudica de ese modo la expresién de (es decir,
provoca la disminucién de la modulacién de) la molécula de adhesion ICAM-3, con la consecuencia funcional de una
afectacion de la capacidad de los monocitos para coestimular la activacién de los linfocitos T antigeno-especificos (es
decir, dando lugar a la modulacién de la insensibilidad de los linfocitos T antigeno especificos). El agente de reticula-
cion se selecciona de entre moléculas IgG humanas agregadas o de sus fragmentos Fc; de anticuerpos monoclonales
bi- o multivalentes para FcyRII o sus fragmentos; o de una fusién de dos o més partes de IgG Fc humanos.

El documento WO 95/32734 se dirige, por tanto, a la modulacién (por ejemplo, inhibicién) de la sefal de coes-
timulacién necesaria para la activacién de los linfocitos T (ademds de la sefial primaria de la interaccién TcR/CD3),
en particular para inducir la proliferacién y maduracién en las células efectoras. WO 95/32734 no se dirige a modular
la adhesion de las células dendriticas-linfocitos T, ni da a conocer o sugiere la presencia de lectinas del tipo C en (la
superficie de) las células dendriticas o su interaccién con los receptores ICAM-3 en los linfocitos T.

El documento WO 98/02456 da a conocer un grupo de lectinas de tipo C II humano, aislado a partir de una
biblioteca de macréfagos humanos estimulados. El documento WO 98/49306 da a conocer un grupo IV de lectinas de
tipo C que se encuentran en proteinas asociadas a la pancreatitis humana (“PAP”). El documento WO 98/41633 da a
conocer un grupo V de lectinas humanas de tipo C aisladas de un clon tumoral humano.

Los documentos WO 98/02456, WO 98/49306 y WO 98/41633 dan a conocer ademds procedimientos para produ-
cir anticuerpos contra estas lectinas de tipo C.

Sin embargo, ninguna de estas referencias se refiere a lectinas de tipo C en células dendriticas; las lectinas de tipo
C que se dan a conocer en estas referencias, difieren de las lectinas de tipo C que se describen alli respecto al origen,
en su funcién bioldgica, y en su estructura.

Las células dendriticas (DC) son células profesionales presentadoras de antigenos que capturan a éstos en los
tejidos periféricos y migran mediante la linfa o la sangre al drea de los linfocitos T de los nédulos linféticos de drenaje
y del bazo. Aqui presentan los antigenos procesados a los linfocitos T indiferenciados, iniciando respuestas antigeno-
especificas primarias de los linfocitos T.

Debido a su posicién en la superficie del organismo como células de inmunovigilancia, es probable que las DC
sean las primeras células que se infecten con el VIH-1 después de la exposicion de las mucosas y que estén implicadas,
por tanto, en desempefiar una funcién importante en la inmunopatogénesis del VIH. Se cree generalmente ahora que el
VIH transforma el proceso normal de trafico de DC para poder penetrar en los nédulos linfiticos y acceder a las células
CD4+ T, tal como se ha demostrado in vivo utilizando, como sistema modelo, la infeccion del macaco mediante el virus
de la inmunodeficiencia simia primaria (Spira et al., 1996) (Joag et al., 1997). Varios investigadores han informado de
la infeccién productora de DC con VIH-1 (Granelli-Piperno et al., J. Virol 72(4), 2733-7, 1998) (Blauvelt et al, Nat
Med 3(12), 1369-75, 1997), y existe una evidencia sustancial que indica que las DC (sometidas) a impulsos con el
VIH-1 in vitro, pueden inducir una intensa infeccién cuando se cocultivaron con linfocitos T (Cameron et al., Science
257(5068), 383-7, 1992). Aunque no esta todavia claro si una escena similar tiene lugar en los individuos infectados
con el VIH-1, la transmisién del VIH-1 desde DC a los linfocitos T podria contribuir al vaciamiento observado de las
células CD4+ T que se observa en el SIDA. El estudio de las interacciones VIH-DC podria contribuir al conocimiento
de los eventos tempranos de la infeccién por VIH, y conduciria esperanzadamente a estrategias dirigidas a bloquear los
eventos tempranos en la transmisién. Para ulteriores consideraciones, se hace referencia, asimismo, en WO 95/32734
y WO 96/23882.

Las DC son tnicas en su capacidad para interaccionar con y activar los linfocitos T en reposo. Sin embargo,
anteriormente a la presente invencién, fue ampliamente desconocido cémo el contacto células DC-T es iniciado y
regulado. En la presente memoria, se investiga la funcién de ICAM-3 en las interacciones celulares DC-T. Se ha
demostrado que, aunque las DC se adhieren intensamente a ICAM-3, esta adhesién no es mediada por LFA-1, aD
o cualquier otra integrina. En la busqueda de este nuevo receptor ICAM-3 en DC, se clond un receptor de lectina
de tipo C, denominado DC-SIGN, que se expresa preferentemente por DC. Ademads de su funcién prominente en
el agrupamiento de las células DC-T y del inicio de las respuestas de los linfocitos T, descubrimos que DC-SIGN
constituye un receptor importante de VIH-1 implicado en la infeccién de DC y subsiguientemente en la transmision
del VIH-1 a los linfocitos T. De este modo, el VIH-1 y los linfocitos T en reposo explotan un receptor similar que se
expresa intensamente para interaccionar con DC.
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En un primer aspecto, la invencion se refiere a la utilizacién de un anticuerpo que se une al receptor denominado
DC-SIGN en la superficie de una célula dendritica, y que se representa como SEC ID n° 2 o una variante natural o
un fragmento suyo, en la preparacién de un medicamento para reducir una respuesta inmune en un animal, en el que
dicho anticuerpo inhibe la interaccién entre una célula dendritica y un linfocito T.

En particular, el anticuerpo puede reducir la adhesion entre una célula dendritica y un linfocito T.

Especialmente, el anticuerpo puede reducir la adhesion entre DC-SIGN en la superficie de una célula dendritica y
un receptor [ICAM en la superficie de un linfocito T.

La secuencia aminodcida de una lectina de tipo C denominada DC-SIGN que se encontrd que estaba implicada
en la unidén de las células dendriticas a los linfocitos T, se muestra en SEC ID n° 1 y en la figura 9. Este receptor de
lectina de tipo C es esencialmente similar al receptor gp 120 de la lectina de tipo C, descrito por Curtis et al en Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), paginas 8356-8360 y en el documento WO 93/01820. En particular, presenta un alto
grado de homologia (< 98%) con la secuencia aminodcida que se aprecia en SEC ID n° 1 de WO 93/01820. Es un
grupo II de lectina de tipo C de 404 aminodcidos, con un Mr aparente de aproximadamente 44 kDa; y con un primer
dominio (Met 1 a Ala 76) que comprende un extremo amino citopldsmico, un segundo dominio (Ile 77 a Val 249) que
comprende repeticiones en tdndem, y un tercer dominio (Cys 253 a Ala 404) con un alto grado de homologia para
otras lectinas conocidas de tipo C que constituyen proteinas de membrana de tipo II. A continuacién, se proporciona
una caracterizacion posterior.

En la invencion, se encontrd que la lectina de tipo C en las células dendriticas se unia a los receptores ICAM en la
superficie de los linfocitos T.

De acuerdo con esto, las composiciones de la invencién pueden utilizarse para modular (es decir, alterar y/o mo-
dificar) y, mds especificamente, inhibir (es decir, reducir y/o afinar)las interacciones entre las células dendriticas y los
linfocitos T.

Dichas interacciones incluyen la adhesién de los linfocitos T a las células dendriticas, por ejemplo, en la agrupacién
de células dendriticas-linfocitos T, la activacion de los linfocitos T y ademads, incluyen todas las interacciones que se
basan en el contacto entre las células dendriticas y los linfocitos T, lo que pretende hacer referencia al contacto directo
célula a célula, o la proximidad de las células dendriticas y los linfocitos T.

Dichas otras interacciones incluyen, pero no se limitan a procedimientos implicados en generar una respuesta
inmune, en particular durante las etapas iniciales de dicha respuesta, tal como la sensibilizacion/activacion primaria
de los linfocitos T (es decir, la presentacién del antigeno y/o de los péptidos unidos a MHC a los linfocitos T) y
la coestimulacién de los linfocitos T; asi como procesos tales como sefializacion quimica, endocitosis y transporte
trans-epitelial. Para un debate en general de las interacciones células dendriticas-linfocitos T, todas las cuales pueden
estar influenciadas por las composiciones de la invencidn, a continuacion se hace referencia al debate, asi como a los
documentos WO 95/32734 y WO 96/23882.

Las composiciones de la invencién pueden, por tanto, utilizarse para influenciar la capacidad inmunomoduladora
de las células dendriticas; para modular, y en particular reducir, las respuestas de los linfocitos T (primarias) mediadas
por las células dendriticas, y/o generalmente para influenciar, y en particular inhibir, el sistema inmune.

Algunas aplicaciones especificas incluyen la prevencién o la inhibicién de las respuestas inmunes a antigenos
especificos; induccién de la tolerancia; inmunoterapia; inmunosupresion, por ejemplo para prevenir el rechazo al
trasplante; el tratamiento de enfermedades autoinmunes tales como tiroiditis, artritis reumatoidea, lupus eritematoso
sistémico (SLE); esclerosis miiltiple y diabetes autoinmune; y la prevencion o el tratamiento de las alergias.

Las composiciones de la invencién pueden también modular la activacién de otros receptores en los linfocitos T,
que dependen de la adhesion o de la proximidad de las células dendriticas a los linfocitos T. Ademas, el hallazgo de
la invencién de que una lectina de tipo C en las células dendriticas se une a los receptores ICAM en los linfocitos T,
puede hacer accesibles nuevas estrategias o posibilidades para influenciar la interaccion entre las células dendriticas y
los linfocitos T, y de ese modo modular el sistema inmune en general.

Ademads, las composiciones de la invencion pueden utilizarse para prevenir o reducir la transferencia de sustancias
desde las células dendriticas a los linfocitos T, tales como sustancias quimicas, factores de sefializacion tales como
quimiocinas y/o interleucinas, etc., y en particular de particulas viricas tales como el VIH. De esta forma, utilizando
las composiciones de la invencion, no s6lo puede inhibirse la adhesion inicial de NV a las células dendriticas, sino
también la propagacion de la infeccidn por el VIH desde las células dendriticas a los linfocitos T.

Este hallazgo es de particular importancia, pues se cree que las células dendriticas pueden servir como una “reser-
va” del VIH, en particular durante las etapas iniciales de la infeccion MV. Las composiciones de la invencién pueden,
por tanto, no sélo utilizarse para prevenir la infeccion por VIH de las células dendriticas, sino también para reducir la
propagacion de la infeccién por el VIH a los linfocitos T después de que las células dendriticas hayan sido infectadas,
retardando, por lo tanto, el proceso de la enfermedad.
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Asimismo, se sabe que la activacién de los linfocitos T -a saber, en las glandulas linfaticas-, desempefia un papel
importante en el desarrollo del SIDA en un paciente infectado con el VIH. Se cree que las composiciones de la
invencién pueden utilizarse para prevenir, inhibir o por lo menos, retrasar, dicha activacién de los linfocitos T y, por
tanto, ralentizar el comienzo y/ el progreso de la enfermedad.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se refiere ademads a la utilizacién de un anticuerpo que se une al receptor
denominado DC-SIGN, en la superficie de una célula dendritica y que estd representado como SEC ID n° 2 o una
variante natural o fragmento suyo, en la preparacién de un medicamento para inhibir la adhesién de la proteina super-
ficial del VIH (es decir, gp 120) a la superficie de una célula dendritica y por tanto, la entrada del VIH en dicha célula
dendritica.

Los compuestos que pueden utilizarse como inhibidores para las lectinas del tipo C, son conocidos per se, inclu-
yendo los que se describen en el documento WO 93/01820, como se ha mencionado anteriormente.

En general, estos son compuestos que pueden unirse o adherirse a (por ejemplo, de forma reversible) o que pueden
servir como un ligando para las lectinas de tipo C, en particular la lectina de tipo C de SEC ID n° 1/figura 9, o variantes
naturales o equivalentes suyos. Ejemplos son carbohidratos de manosa, tales como el manano y la D-manosa, los
carbohidratos de fucosa tales como la L-fucosa; las lectinas vegetales tales como la concanavalina A; antibidticos
tales como la pradimicina A; aziicares como la N-acetil-D-glucosamina y la galactosa (que sin embargo son descritos
como menos potentes); asi como compuestos peptidomiméticos apropiados y pequefias moléculas medicamentosas,
que pueden identificarse, por ejemplo, utilizando técnicas de visualizacion fagica. Ademds, pueden utilizarse proteinas
tales como gp 120 y andlogos o fragmentos suyos, o proteinas similares con capacidad de unién a lectinas de tipo C en
células dendriticas, asi como receptores-ICAM aislados y andlogos suyos, incluyendo parte o sus fragmentos. Dichas
partes o fragmentos deberdn entonces ser todavia tales que puedan unirse a las lectinas de tipo C en la superficie de
las células dendriticas.

Sin embargo, la utilizacién de carbohidratos se desea menos habitualmente desde un punto de vista terapéutico,
pues pueden ser metabolizados rapidamente in vivo. Asimismo, la utilizacion de lectinas vegetales tal como la conca-
navalina A y el antibiético pradimicina pueden presentar desventajas en una posicién terapéutica, en particular cuando
se tratan pacientes con trastornos autoinmunes y/o infecciones HN.

Pueden utilizarse uno o mas compuestos fisioldgicos tolerables y/o farmacéuticamente aceptables, tales como se
definen en el documento WO 93/01820. Por ejemplo, la utilizacién de gp 120 o sus derivados puede provocar efectos
secundarios indeseables, en particular sobre el sistema nervioso (véase el documento WO 93/01820).

Al contrario, segun la invencién, se utiliza un anticuerpo dirigido contra DC-SIGN como presente/expresado en la
superficie de una célula dendritica, o una parte, segmento o epitopo suyo. Tal como se utiliza en la presente memoria,
el término anticuerpo incluye entre otros, anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos y de cadena tnica, asi
como fragmentos (Fab, Fv, Fa) y una biblioteca de expresién Fab. Ademads, pueden utilizarse anticuerpos “humaniza-
dos”, por ejemplo tal como se describe en el documento WO 98/49306.

Dichos anticuerpos contra DC-SIGN de la invencién, pueden obtenerse tal como se describe a continuacién en la
presente memoria o en cualquier otra de las maneras conocidas per se, tal como las que se describen en los documentos
WO 95/32734, WO 96/23882, WO 98/02456, WO 98/41633 y/o WO 98/49306.

Por ejemplo, los anticuerpos policlonales pueden obtenerse inmunizando un huésped apropiado tal como una ca-
bra, un conejo, una oveja, una rata, un cerdo o un ratén con DC-SIGN o una porcién inmunogénica, fragmento o
fusién suyos, utilizando, opcionalmente, un portador inmunogénico (tal como la albimina sérica bovina o la hemo-
cianina de lapa) y/o un adyuvante tal como el de Freund, saponina, ISCOM, hidréxido de aluminio o un gel mineral
similar, o la hemocianina de lapa, o una sustancia activa superficial similar. Después de que se produjera una respuesta
inmunolégica contra DC-SIGN (entre 1 y 7 dias habitualmente), pueden aislarse los anticuerpos a partir de la sangre
o del suero extraidos del animal inmunizado de una forma conocida per se, que puede implicar opcionalmente una
etapa de rastreo del anticuerpo con las propiedades deseadas (es decir, especificidad), utilizando técnicas conocidas de
inmunoensayo, para las cuales se hace otra vez referencia a, por ejemplo, el documento WO 96/23882.

Los anticuerpos monoclonales pueden producirse utilizando progenies celulares continuas en cultivo, que incluyen
hibridomas y técnicas similares, otra vez esencialmente tal como se describe en las referencias citadas anteriormente.

Fragmentos Fab tales como F(ab), Fab’ y Fab pueden obtenerse mediante la digestién de un anticuerpo con papaina
u otra proteasa, la reduccién de enlaces disulfuro y el tratamiento con papaina y un agente reductor, respectivamente.
Las bibliotecas de expresién Fab pueden obtenerse, por ejemplo, mediante el procedimiento de Huse et al, 1989,
Science, 245: 1275-1281.

Preferentemente, se utiliza un anticuerpo monoclonal contra DC-SIGN en las células dendriticas, mds especifica-
mente contra el péptido con la secuencia aminodcida que se muestra en/y codificada por SEC ID n° 1 y 2 y figura
9 0 una parte (antigénica) suya; constituyendo dichos anticuerpos monoclonales otro aspecto de la invencién. En la
memoria a continuacién la invencidn se ilustrard mediante dos de dichos monoclonales, a los que se hard referencia
como AZN-1y AZN-2, aunque pueden utilizarse también monoclonales similares con una especificidad comparable
para DC-SIGN.
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En otro aspecto, la invencién proporciona una progenie celular tal como un hibridoma que produce anticuerpos,
preferentemente anticuerpos monoclonales, contra DC-SIGN en las células dendriticas, mds especificamente contra el
péptido con la secuencia aminoacida que se muestra en/codificada por SEC ID n° 1 y 2 y en la figura 9 o una parte
(antigénica) suya. Los hibridomas que producen los anticuerpos monoclonales AZN-1 y AZN-2 de la invencion, se
depositaron el 8 de abril de 1999, con la European Collection of Cell Cultures, con los nimeros de registro EGACC
(provisionales) de registro 990400818 y 99040819, respectivamente.

La invencidn se refiere asimismo a un procedimiento para producir un anticuerpo, preferentemente un anticuer-
po monoclonal, contra DC-SIGN en las células dendriticas, mds especificamente contra el péptido con la secuencia
aminodcida que se muestra en (o codificada) por SEC ID n° 1 y 2 y en la figura 9 o una parte (antigénica) suya,
comprendiendo dicho procedimiento el cultivo de una célula o de una progenie celular que produce dicho anticuerpo
y recuperar/aislar el anticuerpo a partir del cultivo celular.

Ni los anticuerpos (monoclonales) contra DC-SIGN en las células dendriticas, ni las células o las progenies celula-
res que producen dichos anticuerpos, se han descrito en la técnica hasta la fecha, y se prevé que los nuevos anticuerpos
de la invencidn tendrdn una amplia aplicabilidad (es decir, ademds de la utilizacién farmacéutica/terapéutica dada a
conocer en la presente memoria). Algunas de estas aplicaciones -que forman todavia otro aspecto de la invencion-
resultaran evidentes para el experto en la materia, a partir de la exposicién de la presente memoria.

Por ejemplo, los anticuerpos de la invencién pueden utilizarse para detectar la presencia de (y por tanto, determinar
la expresion de) DC-SIGN en o sobre los tejidos de la totalidad de las células, asi como detectar la presencia de DC-
SIGN en otras muestras bioldgicas tales como fragmentos celulares o en preparaciones celulares. La informacion asi
obtenida puede entonces (también) utilizarse para determinar si el procedimiento o las composiciones de la invencién
pueden aplicarse a dichos tejidos o células. Los anticuerpos de la invencién podrian utilizarse asimismo para detectar
(cualitativamente y/o cuantitativamente), aislar, purificar y/o producir células dendriticas, por ejemplo en/o a partir de
muestras bioldgicas, incluyendo liquidos biolégicos tales como sangre, plasma o liquido linfatico; muestras de tejidos
o muestras celulares tales como médula dsea, tejido dérmico, tejidos tumorales, etc; o cultivos celulares o medios de
cultivo.

Por ejemplo, los escasos procedimientos que estdn disponibles actualmente para el aislamiento/produccién de
células dendriticas a partir de muestras bioldgicas -tales como el procedimiento que se describe en el documento US-
A-5.643.786, que comprende leucocitaféresis seguido por clasificacién celular activada por fluorescencia-, es muy
pesado, con muchas etapas, que proporciona s6lo bajos rendimientos y muestras heterogéneas. Como resultado, la
disponibilidad limitada de las células dendriticas ha dificultado severamente la investigacion en este importante tipo
de células.

Utilizando los anticuerpos monoclonales de la invencién, se pudieron aislar y producir con un rendimiento mayor
las células dendriticas y con una alta especificidad. En dicho procedimiento, los anticuerpos monoclonales podrian
utilizarse de una forma conocida per se para la recoleccion, aislamiento y/o purificacién de las células a partir de los
liquidos biolégicos utilizando anticuerpos.

Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales podrian unirse a una columna o matriz, a perlas (para)magnéticas, o a
un soporte solido similar, que podria entonces ponerse en contacto con una muestra biolégica o medio de cultivo que
contuviera las células dendriticas. Las células que no se unieran ellas mismas al portador, se separarian entonces o se
eliminarfan - por ejemplo, mediante lavado, después del cual las células dendriticas se separarian del portador y se
aislarian de una forma conocida per se.

Asimismo, los anticuerpos monoclonales de la invencién podrian utilizarse para detectar/determinar la presencia
de células dendriticas y/o DC-SIGN y/o la expresion de genes codificantes, por lo tanto, en muestras bioldgicas, en
las que los anticuerpos podrian utilizarse otra vez de una forma conocida per se para el andlisis de los anticuerpos,
tal como ensayos de inhibicién competitiva o inmunoensayos de tipo ELISA. Por ejemplo, los anticuerpos podrian
utilizarse en combinacién con técnicas de microscopia, técnicas de clasificacion celular incluyendo la citometria de
flujo y FACS, técnicas basadas en soportes sélidos y/o marcas detectables o marcadores (que podrian unirse a los
anticuerpos), técnicas basadas en perlas (para)magnéticas o cualquier otra técnica de deteccidén o ensayo conocido per
se, en el cual pudieran utilizarse los anticuerpos. Dichos ensayos y equipos para ello -los cuales equipos, ademads de los
anticuerpos de la invencién, pueden contener per se todos los demds componentes conocidos para los ensayos basados
en los anticuerpos, asi como manuales, etc,- forman otro aspecto de la invencién.

De este modo, los anticuerpos monoclonales de la invencién constituyen una herramienta muy til de investigacién
y diagnéstico, para utilizar tanto in vitro como in vivo. Campos posibles no limitantes de aplicacién incluyen el estudio
de las células dendriticas y sus funciones e interacciones; el estudio del sistema inmune; la deteccién de las células
dendriticas y/o de DC-SIGN en las células, tejidos o liquidos bioldgicos tales como el tejido sinovial y el tejido
dérmico/células dérmicas (células dendriticas dérmicas); asi como el estudio del papel que las células dendriticas
juegan en los procesos bioldgicos o en los mecanismos patoldgicos, tal como el cdncer (pues las células dendriticas
son explotadas in vivo en ensayos clinicos para erradicar la formacion y el desarrollo del tumor) y las enfermedades
autoinmunes (incluyendo por ejemplo la artritis reumatoide).
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Para una descripcién posterior de los procedimientos y técnicas conocidos per se, en los que los anticuerpos de
la invencidn pueden utilizarse, se hace referencia a los libros de texto generales, tales como D.P. Sites, A.L. Terr,
T.G. Parslow, “Basic and clinical immunology”, 8 edicién, Prentice-Hall (1994); I. Roitt, J. Brostof, D. Male: “Im-
munology”, 2* edicién., Churchill Livingstone (1994), incorpordndose en su totalidad a la presente memoria como
referencia. Se hace una referencia particular a la utilizacién general de anticuerpos y técnicas implicadas en la presen-
te memoria, tal como se menciona en las secciones 2.7 a 2.17 del trabajo de referencia general realizado por Janeway-
Travers “Immunobiology, the immune system in health and disease”, tercera edicion.

Una composicién de la invencién puede contener dos o mas de los compuestos activos mencionados anteriormente
o dichos compuestos pueden utilizarse en combinacién. Por ejemplo, un anti-anticuerpo DC-SIGN puede formularse
con carbohidratos de manosa o fucosa, lectinas y/antibiéticos tales como la primamicina A, mediante el cual puede
obtenerse un efecto sinérgico.

Las composiciones de la invencién pueden contener asimismo o utilizarse en combinacién con compuestos coin-
hibitorios conocidos, tales como anti-LF3A; asi como otros principios activos conocidos per se, dependiendo de la
situacién que vaya a ser tratada. Por ejemplo, las composiciones de la invencién pueden formularse o utilizarse en
combinacién con inmunosupresores (es decir, para prevenir el rechazo del trasplante), inmunomoduladores, antibi6ti-
cos, autoantigenos o alérgenos (por ejemplo, tal como se describen en los documentos WO 95/3234 o WO 96/23882),
el factor de necrosis tumoral (TNF), y agentes antivirales tales como agentes anti-VIH e inhibidores de CD4, inclu-
yendo anticuerpos dirigidos contra CD4 tales como Leu-3A, por medio de los cuales pueden obtenerse otra vez un
efecto sinérgico.

Las composiciones de la invencién pueden ademas formularse utilizando portadores conocidos y/o adyuvantes para
proporcionar una forma farmacéutica conocida per se, tal como un comprimido, cdpsula, polvo, preparacién liofilizada,
solucién para inyecciones, etc, preferentemente en una forma unitaria de dosificacién. Dichas formas farmacéuticas, su
utilizacién y administracion (en forma de dosis tinica o multi), asi como transportadores, excipientes, adyuvantes y/o
formulantes para su utilizacién, se conocen generalmente en la técnica y se describen, por ejemplo, en los documentos
WO 93/01820, WO 95/32734, WO 96/23882, WO 98/02456, WO 98/41633 y/o WO 98/49306, incorpordndose en su
totalidad a la presente memoria como referencia. Ademads, la formulacién puede ser en forma de liposoma, tal como
se describe en el documento WO 93/01820.

Las formulaciones farmacéuticas de anticuerpos, su administracion y/o utilizacién, se describen generalmente en
los documentos WO 95/3274, WO 96/23882, WO 98/02456, WO 98/41633 y/o WO 98/49306.

Las composiciones de la invencién pueden ulteriormente ser acondicionadas, por ejemplo, en viales, recipientes,
saquitos, blisters, etc; opcionalmente, con folletos de informacién destacada de los pacientes y/o instrucciones de uso.

Las composiciones de la invencién pueden utilizarse para la modulacién de la respuesta inmune en un animal, en
particular en el hombre o otro mamifero, administrando a dicho animal un anticuerpo que se une o puede unirse a un
DC-SIGN en la superficie de una célula dendritica, preferentemente en forma de una composicion tal como la descrita
anteriormente, en una cantidad suficiente para alterar o modificar una respuesta inmune.

El anticuerpo o composicion se administra en particular en tal cantidad que las interacciones entre las células
dendriticas y los linfocitos T estdn alteradas o modificadas, mds en particular en tal cantidad que la adhesién de las
células dendriticas a los linfocitos T se reduce.

Este procedimiento puede utilizarse para prevenir y/o tratar trastornos del sistema inmune, asi como para prevenir
el rechazo del trasplante, tal como se describe anteriormente.

La composicién de la invencion puede utilizarse para la prevencion o tratamiento de las infecciones por VIH,
administrando a un paciente infectado con el VIH, o a una persona con riesgo de infectarse por el VIH, un anticuerpo
que pueda unirse o se una a DC-SIGN en la superficie de la célula dendritica, en tal cantidad que la adhesion del VIH
a las células dendriticas, y en particular de la proteina gp 120 de la envuelta de VIH para DC-SIGN en la superficie de
las células dendriticas, es inhibida.

En todos los procedimientos anteriores y formas de realizacion, los compuestos/composiciones que se utilizan, se
administrardn en una cantidad terapéuticamente efectiva, para el cual, el termino de referencia se toma generalmente
en los documentos WO 93/01820, WO 95/32734 y/o WO 96/23882. La administracion puede ser una tnica dosis, pero
es parte preferentemente de un régimen multidosis de administracién que se decanta sobre uno o mas dias, semanas o
meses.

Todos los términos que se utilizan en la presente memoria tienen el significado normal en la técnica, para los cuales
puede hacerse referencia entre otros a las definiciones que se dan en los documentos WO 93/01820, WO 95/32734,
WO 96/23882, WO 98/02456, WO 98/41633 y/o WO 98/49306, aplicados andlogamente.

Ademais, aunque la invencién se describe con respecto al receptor especifico de 44 kDa de la lectina de tipo C,
denominado DC-SIGN y que se da a conocer en la presente memoria, no se excluye que otras lectinas, generalmente
similares al tipo C, incluyendo las variantes naturales de la secuencia de SEC ID n° 1 y la figura 9, puedan estar
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también presentes en las células dendriticas y/o puedan estar implicadas en la interaccién célula dendritica-linfocito
T. Dichas variantes tendrdn habitualmente un alto grado de homologia aminodcida (mds del 80% a mds del 90%),
y/o serdn funcionalmente equivalentes a la lectina especifica de tipo C que se da a conocer en la presente memoria.
Asimismo, cualquier receptor de este tipo mostrard generalmente propiedades similares a las descritas en la presente
memoria; en particular, que la inhibicién de este receptor, mediante inhibidores carbohidratos o anticuerpos especi-
ficos, conducird a una alteracion de la interaccion células dendriticas/linfocitos T. Cualesquiera de dichos receptores
variantes se distinguirdn, sin embargo, del receptor lectina de tipo C que se describe en el documento WO 96/23882,
cuya inhibicién no conduce a la inhibicién de la interaccién de las células dendriticas y los linfocitos T.

La invenciodn se ilustrard ademds a continuacién mediante la Parte Experimental que se proporciona a continuacién
en la presente memoria, asi como las figuras, en las que:

- Las figuras 1A-1C son gréficos que muestran: adhesién espontdnea de leucocitos a ICAM-1 e ICAM-3 (Fig.
1A); adhesién de leucocitos a ICAM-3 después de activacién de integrinas 82 (fig. 1B); adhesion de DC a ICAM-3
en presencia de anticuerpos bloqueantes (20 pg/ml) contra integrinas 82 (NKI-L19), integrinas 81 (AIIB2), ICAM-3
(CBR-IC3/1), CBR-IC3/2) o en presencia de EDTA (5 mM) o EGTA (5 mM) (fig 1C).

- Las figuras 2A-2C son gréaficos que muestran que los anticuerpos AZN-D1 y AZN-D2 inhiben la adhesién de DC
a ICAM-3 y reconocen un antigeno que se expresa especificamente por DC.

- Las figuras 3A y 3B muestran que DC-SIGN es idéntico a la lectina de tipo C de la placenta humana que se une
a gp 120 del VIH, tal como puede apreciarse a partir de SDS-PAGE (fig 3A) y mediante presentacién esquemdtica de
DC-SIGN aislado del DC humano (3B).

- Las figuras 4A y 4B muestran que DC-SIGN, que se sobreexpresa en las células COS7, es reconocido por el
anticuerpo anti DC-SIGN AZN-D1 y se une a ICAM-3.

- La figura 5 muestra la distribucion tisular de DC-SIGN, determinada mediante andlisis inmunohistoquimico de
la expresién de DC-SIGN en las amigdalas (A y B) y en los cortes de nédulos linfaticos (C y D) (OMx 100).

- Las figuras 6A-6D muestran que la adhesiéon mediada por DC-SIGN de DC a ICAM-3 estd implicada en la
interaccién DC-linfocitos T, como se demuestra por la adhesién mediada por DC-SIGN de DC a ICAM-3 (fig 6A);
grupos heterotipicos celulares de DC con células K562-ICAM-3 (fig 6B); grupos celulares dindmicos de DC con PBL
en reposo (fig 6C); y el papel que la interaccién DC-SIGN-ICAM-3 juega en la proliferacion de linfocitos T inducida
por DC (fig 6D).

- La figura 7 muestra que DC SIGN es un receptor para VIH-1 en DC.
- La figura 8 muestra que DC SIGN se une a tanto ICAM-3 como a las células K562 que expresan ICAM-3.
- La figura 9 muestra la secuencia de DC-SIGN.

Parte Experimental

Las células dendriticas (DC) capturan antigenos y migran a tejidos linfoides secundarios donde presentan antigenos
a los linfocitos T inocentes. E1 VIH-1 mina esta tnica capacidad para acceder a las células CD4+. En la invencion,
se clond una lectina de tipo C especifica de DC, denominada DC-SIGN, que no sélo se une a ICAM-2 y/o ICAM-
3 con alta afinidad, sino que puede también unirse al VIH-1. Asimismo, se desarrollaron anticuerpos anti-DC-SIGN
que no soélo inhibieron las interacciones transitorias DC-linfocitos T e indujeron la proliferacion de los linfocitos T
inducidos por DC, sino que también inhibieron de modo efectivo la infeccién por VIH-1 de DC. Estos hallazgos no
s6lo tienen importantes consecuencias para el entendimiento de la entrada del VIH independiente de CD4 en DC, sino
que también arrojaron mas luz sobre el papel de DC-SIGN para iniciar las respuestas inmunes primarias.

Ejemplo 1
La Adhesion de DC a ICAM-3 no es mediada por la integrina

Se investig6 el papel de la adhesion mediada por el ICAM-3 en el primer contacto de las células DC-T. Explotando
un nuevo ensayo de adhesion por citometria de flujo, que implicé perlas fluorescentes revestidas con quimeras ICAM-
3-Fc (Geijtenbeek et al), se ensayo la capacidad de DC, de los linfocitos sanguineos periféricos en reposo (PBL) y de
los monocitos, para unirse a este ligando de integrina. DC inmaduras, obtenidas después de cultivar monocitos durante
7 dias en presencia de IL-4 y GM-CSF, se unieron intensamente a ICAM-3 sin activacién previa de las integrinas 52
(72%, figura 1A). La figura 1 demuestra que la adhesién de DC a ICAM-3 es dependiente de Ca** e independiente de
la integrina: en las figuras 1A, B y C se muestra un experimento representativo de por lo menos 3 (SD<5%).

- 1A: Adhesién espontdnea de leucocitos a ICAM-1 e ICAM-3. PBL recién aislados, monocitos y DC, se
incubaron durante 30 minutos a 37°C con perlas fluorescentes ICAM-1 Fc o ICAM-3 Fc. Después de lavar,
se determiné mediante citometria de flujo el porcentaje de células que se unieron a las perlas.
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- 1B: Adhesién de los leucocitos a ICAM-3 después de activacién de las 52 integrinas. La unién de perlas
fluorescentes ICAM-3Fc se midi6 después de 30 minutos a 37°C en presencia de PMA 980 nM, o activando
el anticuerpo 185 anti-52 integrina (10 ug/ml). La inhibicién de la adhesion especifica de LFA-1 después
de la activacién de PMA, se determiné en presencia del anticuerpo NKI-L15 anti-LFA-1 bloqueante (20

ug/ml).

- 1C: Adhesion de DC a ICAM-3 en presencia de los anticuerpos bloqueantes (20 ug/ml) contra las integrinas
B2 (NKI-L19), integrina 51 (AllIB2), ICAM-3 (CBR-IC3/1, IC3/2), o en presencia de EDTA (5 mM), o
EGTA (5 mM). La adhesion se determiné tal como se describe en la fig. 1A.

Esta unién espontdnea de DC a ICAM-3 es mds intensa que la de los monocitos, mientras que los PBL en reposo
apenas se unen a ICAM-3 (figura 1A). La adhesion de DC a ICAM-3 podria no bloquearse con cualquier anticuerpo
anti-eL o anti-integrina 2 (figura 1A). Al contrario, la adhesién de monocitos a ICAM-3 depende de LFA-1, ya
que la adhesién se bloquea por anticuerpos anti-aL (figura 1A). Ya que ni los anticuerpos dirigidos contra los otros
miembros de las integrinas 52 (aDB2, aMpB2, e X2, datos que no se muestran), ni los anticuerpos dirigidos contra
otras integrinas (integrinas 1, 87, figura 1B) bloquearon la adhesiéon de DC a ICAM-3, se concluyé que la unién de
DC a ICAM-3 no depende de las integrinas.

La interaccién de DC con las perlas ICAM-3-Fc es especifica para ICAM-3, ya que los anticuerpos anti-ICAM-
3 CBR3/1 y CBR3/2 de la invencidén, y una combinacién de ambos anticuerpos, es capaz de inhibir la adhesion en
gran medida (figura 1B). De forma interesante, la adhesiéon de DC a ICAM-3 podria bloquearse completamente por
EDTA y EGTA (figura 1B). Estos hallazgos sugieren de forma importante que las DC se unen a [ICAM-3 mediante
un receptor superficial dependiente de Ca** que no pertenece a la familia de las integrinas 81 o 2. Esta molécula se
denominé No-integrina de agarre ICAM-3 especifica de DC (DC-SIGN).

Ejemplo 2
Los Anticuerpos contra DC-SIGN inhiben la interaccion DC-ICAM-3

Para investigar DC-SIGN con mayor detalle, se produjeron anticuerpos contra el receptor de unién ICAM-3. Bazos
de ratones inmunizados con DC se fusionaron con células SP2/0 de mieloma, y los sobrenadantes de los hibridomas
resultantes se rastrearon para revelar la presencia de anticuerpos capaces de inhibir la adhesion especifica de DC
a ICAM-3. Se seleccionaron dos hibridomas, se clonaron y los anticuerpos resultantes se denominaron AZN-D1 y
AZN-D2. Ambos anticuerpos purificados inhibieron intensamente la adhesién de DC a ICAM-3, pero no afectaron
la adhesién mediada por LFA-1 de los monocitos a ICAM-3 (figura 2A). La figura 2 demuestra que los anticuerpos
AZN-D1 y AZN-D2 inhiben la adhesién de DC a ICAM-3 y reconocen un antigeno que se expresa especificamente
por DC:

- 2A: Los anticuerpos monoclonales AZN-D1 y AZN-D2 (20 ug/ml) bloquean la adhesién de DC, pero no la
de monocitos aislados recién preparados a las perlas fluorescentes ICAM-3 Fc. Se muestra un experimento
representativo de por lo menos 3 experimentos (SD<5%).

- 2B: La expresién de DC-SIGN aument6 durante el desarrollo de DC. Las DC se cultivaron a partir de
monocitos en presencia de GM-CSF e IL-4. A distintos tiempos, se analizaron las DC en desarrollo con
respecto a la expresion de los marcadores monociticos CD14, integrina 52, LFA-1 y DC-SIGN. Las células
se dirigieron a un dispersor en el lado delantero y la fluorescencia promedio se muestra en el dngulo superior
derecho de los histogramas. Se muestra un experimento representativo ademads del 3.

- 2C: El desarrollo de las células DC a partir de los monocitos, en presencia de GM-CSF e IL-4, se une de
forma creciente a ICAM-3 de una forma dependiente de DC-SIGN. A distintos tiempos durante el cultivo,
las células se recuperaron e incubaron con perlas fluorescentes ICAM-3Fc en presencia del anticuerpo
bloqueante anti-integrina 2 AZN-L19 o del anticuerpo AZN-D1 (20 ug/ml). La adhesién se determind
tal como se describe en la fig. 1A. AZN-D2 inhibié la adhesién a ICAM-3 de forma similar a AZN-1
(resultados que no se muestran). Se muestra un experimento representativo ademas de 3 (SD <5%).

- 2D: La contribucidn relativa de las integrinas 52 y de DC-SIGN mediaron la adhesién a ICAM-3 desarro-
Ilando DC. La contribucién relativa se calculd a partir de la inhibicién de la adhesion en presencia de AZN-
D1 o AZN-L19, tal como se describe en la fig. 2C.

Utilizando los anticuerpos AZN-D1 en los andlisis de citometria de flujo, se demostré que DC-SIGN no se expresa
por los monocitos (figura 2B). Las células que expresan DC-SIGN pueden ya detectarse después de 1 dia de cultivo.
El nivel que se expresa de DC-SIGN aumenta durante el cultivo (figura 2B). La expresién del marcador monocitico
CD14 disminuye gradualmente durante el cultivo y en el dia 7, s6lo una escasa expresién de CD14 se observa (figura
2B). Otros andlisis de citometria de flujo demostraron que en el dia 7 las células también expresan altos niveles de
los tipos I y I de MHC, de la integrina 82 p150.95 y de CD86 (datos que no se representan), que estan de acuerdo
con la diferenciacién de los monocitos a las DC inmaduras. Estos resultados demuestran que DC-SIGN se expresa
abundantemente por las DC en el dia 7, siendo el nivel de expresion varias veces mds alto que el de LFA-1.
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Simultdneamente, se investigé la implicaciéon de DC-SIGN en la unién a ICAM-3 durante la diferenciacién de los
monocitos en células DC inmaduras (figura 2C). Al principio del cultivo (dfa 0), la unién a ICAM-3 por los monocitos
depende completamente de la integrina 52 (LFA-1), tal como se demostr6 por la inhibicién de la adhesién con el
anticuerpo bloqueante anti-integrina 82 L9 (figura 2C). En el dia 1, cuando se expresan bajos niveles de DC-SIGN
(figura 2B), la adhesion especifica de ICAM-3 depende tanto de la integrina 82 (LFA-1) como de DC-SIGN (figura
2C). Desde el dia 2 al 7, la adhesion especifica a ICAM-3 aumenta, se convierte en independiente de la integrina 52
(figura 2C) y a partir del dia 2 es mediada solamente por DC-SIGN, ya que anti-DC-SIGN bloque completamente la
adhesion. La adhesién maxima mediante DC-SIGN se alcanza en el dia 7 (figura 2C).

Estos resultados demuestran conjuntamente que el aumento en la expresiéon de DC-SIGN coincide con el aumento
que se observé en la unién a ICAM-3 (figura 2A y B). A partir de estos hallazgos puede concluirse que DC-SIGN,
reconocido por los anticuerpos AZN-D1, y AZN-D2, es el nuevo receptor expresado por DC, que se une a ICAM-3.

Ejemplo 3
DC-SIGN es una proteina de 44 kDa

Para obtener informacién con respecto al pero molecular de DC-SIGN, se inmunoprecipité DC-SIGN partir de un
lisado de DC marcado superficialmente con I'*. El andlisis mediante SDS-PAGE bajo condiciones reductoras, reveld
una proteina tinica de 44 kDa (figura 3A, carriles 1-2). La figura 3 demuestra que DC-SIGN es idéntico a la lectina de
tipo C de la placenta humana que se une al gp 120 del VIH:

- 3A: DC-SIGN es una proteina de 44 kDa. Se marcé con I'® las superficies de DC, se lisaron y DC-SIGN
se inmunoprecipité con los anticuerpos anti-DC-SIGN AZN-D1 (carril 1), AZN-D2 (carril 2) y AZN-L
19 (anti-integrina-J32, carril 3). Los inmunoprecipitados se analizaron mediante SDS-PAGE (gel 5-15%),
seguido por autoradiografia. La migracién de los marcadores del peso molecular se indica a la izquierda.
Las flechas indican las cadenas a de LFA-1 (aL, 180 kDa)., MAC-1 (aM, 165 kDa) y p150,95 (X, 150
kDa), la cadena de la integrina 52 (95 kDa) y DC-SIGN (44 kDa). Resultados similares se obtuvieron en
otros 3 experimentos.

- 3B: presentacién esquemdtica de DC-SIGN aislado de las DC humanas. Los dos péptidos encuadrados
(posiciones aminodcidas 296-306 y 187-197 de la lectina de tipo C placentaria humana que se une a gp
120, se identificaron mediante secuenciacién interna de los péptidos del DC-SIGN inmunoprecipitado,
utilizando la degradacién de Edman. El ADNc que codifica DC-SIGN se aisl6 a partir de DC. La secuencia
aminodcida deducida es un 100% idéntica a la de la lectina de tipo C de la placenta humana que se une al
gp 120 del VIH. Se indican la regién transmembranosa, el dominio de la lectina y las repeticiones (siete
completas y una octava parcial) (R1-R8).

El andlisis del inmunoprecipitado en un gel SDS-PAGE no reductor muestra que DC-SIGN existe como un moné-
mero (resultados no representados). Ademads, utilizando perlas revestidas con ICAM-3-Fc, también pudo extraerse una
proteina de 44 kDa a partir del lisado DC, mientras que en presencia de anticuerpos bloqueantes anti-DC-SIGN, esta
proteina no pudo precipitarse con perlas revestidas con ICAM-3-Fc (resultados que no se muestran). Estos hallazgos
demuestran que DC-SIGN se expresa mediante DC como una proteina de 44 kDa bajo condiciones reductoras. La ob-
servacion de que las perlas acopladas con ICAM-3-Fc extrajeron sélo una proteina de 44 kDa fuera del lisado de DC,
indica que DC-SIGN posee una alta afinidad por ICAM-3, mucho mayor que LFA-1 0 @Df2, que se expresan también
mediante las DC (figura 3A) y de las que se ha informado que se unen a ICAM-3 (Vandervieren et al., Immunity,
3, 683-690, 1995). Ya que cantidades muy pequefias de LFA-1 se inmunoprecipitan, en comparacién con DC-SIGN
(figura 3A, carril 1 y 3), esto confirma que DC-SIGN se expresa mas abundantemente mediante las DC que LFA-1.
Juntos, estos datos demuestran que DC-SIGN es un polipéptido sencillo de 44 kDa y constituye el receptor primario
para ICAM-3 en las células DC.

Ejemplo 4
DC-SIGN es idéntico a la lectina de tipo C humana que se une al gp 120 del VIH

Para identificar DC-SIGN, se llev$ a cabo una inmunoprecipitacién preparativa a partir de un lisado de células
DC con el anticuerpo anti-DC-SIGN AZN-D1, extrayéndose la proteina de 44 kDa a partir del SDS-PAGE. Después
de digestion triptica, los péptidos resultantes se extrajeron a partir del gel, y se purificé utilizando HPLC preparativa.
A continuacién, las secuencias aminodcidas de 2 péptidos (0,5-1 pmol) se determinaron utilizando el procedimiento
de degradacién de Edman. Ambos péptidos consistieron en 11 residuos aminoécidos (figura 3B) utilizdndose las
secuencias péptidos para rastrear la base de datos EMBL con respecto a la homologia con proteinas conocidas. Ambos
péptidos mostraron una identidad del 100% con la secuencia aminodcida deducida de la lectina de tipo C humana que
se une al gp 120 del VIH (Curtis et al., 1992). Esta proteina se habfa identificado previamente de modo exclusivo en
la placenta como un receptor independiente de CD4 para la glicoproteina gp 120 de la envuelta del virus humano de
la inmunodeficiencia (VIH).

El andlisis RT-PCR con cebadores basados en la secuencia de la lectina de tipo C que se une a la gp 120, sobre el
ARN aislado a partir de las células DC, dio lugar a un producto PCR con la longitud esperada de 1237 nt. El producto
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PCR especifico de DC, se cloné y la secuenciacién confirmé una identidad del 100% con la lectina humana que se une
al gp 120 (figura 3B). El andlisis de la citometria de flujo de las células COS7, transfectadas con el ADNc que codifica
la lectina de tipo C humana que se une a gp 120, prueba inequivocamente que la secuencia de la lectina de tipo C que
se une a la gp 120, es verdaderamente idéntica a DC-SIGN (figura 4A). La figura 4 demuestra que DC-SIGN, que se
sobreexpresa en las células COS7, es reconocido por el anticuerpo anti-DC-SIGN AZN-D1 y se une a ICAM-3:

- 4A: AZN-D1 reconoce a las células COS7 transfectadas con el ADNc que codifica DC-SIGN (rellenas) y no
a las células COS7 transfectadas simuladas (no rellenas). AZN-D2 produjo una tincién similar (resultados
que no se muestran).

- 4B: Adhesion de COS7-DC-SIGN a ICAM-3. Las células COS7 fueron transfectadas y se determiné la
adhesion tal como se describe en la fig. 1A, respectivamente. La adhesion de las células COS7-DC-SIGN
a ICAM-3 se midi6 en presencia de EGTA (5 mM) y los anticuerpos bloqueantes contra DC-SIGN (AZN-
D1), ICAM-3 (CBR-IC3/1, CBR-IC3/2) e integrinas 32 (AZN-L19). Se muestra un experimento represen-
tativo ademas de 3 (SD<5%).

Aproximadamente 30% de las células COS7 transfectadas se tifieron con anticuerpo anti-DC-SIGN y por tanto,
expresaron DC-SIGN. Ademads, las células COS7-DC-SIGN pueden unirse a [CAM-3, mientras que las células COS7
transfectadas simuladas son incapaces de unirse a ICAM-3 (figura 4B). La unién de DC-SIGN expresado por COS7
podria ser completamente inhibida por anticuerpos contra ICAM-3 y DC-SIGN, y fue dependiente del Ca**, ya que
EGTA bloquea completamente la adhesion (figura 4B).

Se concluye que el receptor que se une a [CAM-3, expresado por DC (DC-SIGN), es idéntico a la lectina de tipo C
placentaria que se une al gp 120 del VIH (Curtis et al, 1992), una proteina transmembranosa de tipo Il que comprende
404 aa (aminoacidos) con tres dominios distintos. El dominio citopldsmico N-terminal de 40 residuos estd separado
por un segmento hidrofébico de 15 aa de una regién que estd formada por repeticiones en tindem, siete completas y
una incompleta de secuencias casi idénticas. La restante region C-terminal (Cys253-Ala404) muestra homologia para
las lectinas (de tipo C) dependientes del Ca*? (figura 3B).

Ejemplo 5
DC-SIGN se expresa superficialmente mediante DC

El anélisis mediante citometria de flujo de un extenso conjunto de células hematopoyéticas con los anticuerpos
AZN-D1/D2 demuestra que el antigeno se expresa preferentemente por DC (Tabla 1). Todas las células hematopo-
yéticas que se ensayaron, fueron negativas con respecto a la expresion de DC-SIGN, excepto para DC. Ademas, un
andlisis RT-PCR confirma que el ARNm que codifica DC-SIGN se transcribe especificamente en DC, lo que estd de
acuerdo con el patrén de expresion de la proteina DC-SIGN (Tabla 1).

Para investigar posteriormente la expresion de DC-SIGN in vivo, se llevé a cabo un anélisis inmunohistoquimico
de los tejidos linfoides secundarios con los anticuerpos anti DC-SIGN. Estos tejidos son conocidos porque contienen
células dendriticas. Cortes de amigdalas y nédulos linfaticos contenfan células que expresaban DC-SIGN, que se
observaron predominantemente en el drea de los linfocitos T de ambas amigdalas y en los nédulos linféticos (figura
5). La figura 5 muestra la distribucién del tejido de DC-SIGN: andlisis inmunohistoquimico de la expresién de DC-
SIGN en las amigdalas y en los cortes de nédulos linfaticos (OM x100). Se fijaron los cortes con acetona y se realizé la
tincién nuclear con hemateina. La tincién de DC-SIGN se llev6 a cabo con AZN-D1. Se muestran el centro germinal
(GC), y las éreas celulares T-(T) y (B).

De acuerdo con la distribucién y morfologia de las células dendriticas, las células que expresan DC-SIGN no se
detectan en los centros germinales y en la zona del manto de los tejidos linfoides (figura 5). La tincién de cortes en
serie con respecto a CD3 y CD14 confirmé que las células que expresaban DC-SIGN son distintas de los linfocitos Ty
de los monocitos (datos que no se muestran), como también se demostré mediante ambos andlisis mediante citometria
de flujo y RT-PCR de estas células (Tabla 1).

Ejemplo 6
Las interacciones DC-SIGN/ICAM-3 median los conjuntos transitorios DC-linfocitos T

Para demostrar que las CD se unen a los transfectantes que expresan ICAM-3 de una forma dependiente de DC-
SIGN, se investigd la capacidad de la progenie celular leucémica K562 transfectada con el ADNc que codifica ICAM-
3 (K562-ICAM-3), para unirse a DC. Tal como se muestra en la figura 6A, el conjunto de células DC se conjun-
taron con K562-ICAM-3 de una forma dependiente de DC-SIGN, ya que la interaccién puede bloquearse mediante
anticuerpos anti-DC-SIGN. No se observé la entre DC y K562, demostrando que ICAM-3 es el ligando para DC-
SIGN. La figura 6 muestra que la adhesién mediada por DC-SIGN, de DC a ICAM-3, estd implicada en la interaccién
DC-linfocitos T.

- 6A: Laadhesion mediada por DC-SIGN de DC a ICAM-3, depende de un citoesqueleto intacto. La adhesion
de DC a las perlas ICAM-3, se determiné con (cuadro abierto) o sin (cuadro lleno) el anticuerpo de bloqueo
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DC-SIGN AZN-D1 en presencia de citocalasina D, que se titul6 en varias concentraciones. Se muestra un
experimento representativo de 2 experimentos (SD<5%).

- 6B: de células heterotipicas de DC con células K562-ICAM-3. Las células estables K562 y K562 que se
transfectaron con el ADNc que codifica ICAM-3 (K562-ICAM-3) se marcaron con el colorante rojo HE
(hidroetidina). Las DC se marcaron con el colorante verde SFDA. K562 y K562-ICAM-3 se incubaron
con DC (5 x 10° células/tipo celular) con o sin anticuerpos bloqueantes anti-DC-SIGN (AZN-D1:10 min
preincubacién) a 37°C. A distintos tiempos, las células se fijaron con paraformaldehido (0,5%), y la de
células heterotipicas se midié mediante citometria de flujo. Se proporciona un experimento representativo
de 2 experimentos.

- 6C: La formacion de conjuntos celulares dindmicos de las DC con los Pbl en reposo es mediada por DC-
SIGN. Las DC (50 x 10° células) se preincubaron con/o sin los anticuerpos anti-DC-SIGN AZN-D1 y
AZN-D2 (10 ug/ml) durante 10 minutos a TA. Se afiadieron PBL alogénicos (1 x 10° células), marcados
con el colorante fluorescente Calceina-A (25 ug/107 células/ml durante 30 minutos a 37°C) y la mezcla
celular se incubé a 37°C. La formacién de conjuntos se midié mediante citometria de flujo. Se muestra un
experimento representativo ademads de 2.

- 6D: La interacciéon DC-SIGN-ICAM-3 es importante en la proliferacién de los linfocitos T inducida por
DC. Los T-linfocitos alogénicos receptivos (100x10%)se afiadieron a las DC estimuladoras (1,5x10%) en
presencia de anticuerpos bloqueantes (20 pg/ml) contra LFA-3 (TS2/9) y DC-SIGN (AZN-D1, AZN-D2).
Las células se cultivaron durante 4 dias. En el dia 4 a las células se aplicaron impulsos durante 16 horas con
[*H]metil-timidina, determindndose la captacion. Los resultados se expresan como el porcentaje promedio
de CPM, por triplicado, a partir de los pocillos.

La formacién de conjuntos dependiente de DC-SIGN es transitoria, con un maximo a los 60 minutos, que indica
que las interacciones DC-SIGN-ICAM-3 pueden estar activamente reguladas por las DC. Ademas, este fendmeno
permite a las DC interaccionar transitoriamente con multiples linfocitos T, hasta que la interaccién se intensifica
después del compromiso de TCR.

Para probar esto, se investigd si la agrupaciéon de DC con los linfocitos T es mediada por DC-SIGN Yy si esta
interaccién es también transitoria. Las DC se incubaron con los linfocitos T alogénicos en reposo (DC:linfocitos T,
1:20) y se determiné la agrupacién celular DC-T. Tal como se aprecia en la fig. 6B, la de DC con los linfocitos T es
transitoria y alcanza un méaximo después de 20 minutos (32%). Ademds, la interaccién celular DC-T puede inhibirse
(aproximadamente el 50%) mediante anticuerpos anti DC-SIGN, lo que sugiere que la agrupacion celular DC-T esta
también mediada por otros receptores superficiales. De este modo, la agrupacién de células DC-T es verdaderamente
transitoria y estd mediada parcialmente por las interacciones DC-SIGN-ICAM-3. De forma similar, la figura 8 muestra
que DC-SIGN se une no sélo con las células K562 que expresan el ADNc que codifica ICAM-3, sino también con las
células K562 que expresan el ADNc que codifica ICAM-3, y que dicha unién puede inhibirse mediante anticuerpos,
tanto de manano, como anti-DC-SIGN.

Ejemplo 7
La proliferacion de los linfocitos T en reposo inducida por las células DC alogénicas, depende de DC-SIGN

Como la unién de DC-SIGN a ICAM-3 es importante para la de las células DC con las T, también se investigo la
funcién de DC-SIGN en la proliferacién de los linfocitos T inducida por DC. Los linfocitos T en reposo se estimularon
con DC alogénicas en presencia o ausencia de los anticuerpos bloqueantes anti-DC-SIGN. Tal como se aprecia en la
figura 6C, los anticuerpos anti-DC-SIGN AZN-D1 y AZN-D2 inhibieron ambos la proliferacién de los linfocitos T en
mds de un 75%. De modo similar, los anticuerpos contra la molécula estimuladora LFA-3, que se une a CD2 en los
linfocitos T y que también es conocida por mediar la proliferacién de los linfocitos T, inhiben la proliferacion de las
células T. Una combinacién de los anticuerpos anti-LFA-3 y anti-DC-SIGN inhibe completamente la proliferacién de
los linfocitos T. (figura 6C).

Ejemplo 8
DC-SIGN estd implicado en la infeccion por VIH-1 de las células DC

Como se demostrd anteriormente en la presente memoria que DC-SIGN es idéntico a la lectina placentaria que
se une a gp 120 del VIH, y que se expresa abundantemente por DC, DC-SIGN podria facilitar la entrada del VIH-
1 en las células DC. Para investigar esto, se emitieron impulsos con VIH-1 a las células DC, y se midi6 la infeccién
productiva en cocultivos de células DC-T. Las células DC que recuperaron 7 dias después del cultivo en presencia
de IL-4 y GM-CSF, expresaron niveles bajos de CD4 (Blauvelt ef al., 1997; Granelli-Piperno et al., J. Exp. Med
184(6), 2433-8, 1996) y niveles altos de DC-SIGN (figura 7). Tal como se muestra en la figura 7, se produce una
intensa infeccién productiva cuando se emitieron impulsos con VIH-1 a las células DC durante 2 horas, lavdndose
y cultivandose en presencia de células PBMC activadas. En el dia 3 del cocultivo de las células DC-T, la proteina
p24 Gag, una medida de la replicacién del VIH-1, empieza a acumularse en el medio (figura 7), demostrando que el
VIH-1 se replica eficientemente en el cocultivo, de forma similar a lo mostrado por otros investigadores (Baluvelt ef
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al.,1997; Granelli-Piperno et al,. 1998; Granelli-Piperno et al, Curr Biol 9 (1), 21-29, 1999). Sin embargo, cuando
las células DC antes de la emisién de los impulsos del VIH-1, se preincubaron con anticuerpos anti-DC-SIGN, y se
incubaron con PBMC activados, se inhibi6 la replicacion del VIH-1 en mds del 75%, tal como se muestra en el dia 3
del cocultivo de las células DC-T (figura 7). Cuando las DC se incubaron con anticuerpos anti-DC-SIGN después de
la emision de impulsos con el VIH-1, se observé todavia una eficiente replicacién del VIH-1 en el cocultivo de células
DC-T (figura 7). Estos hallazgos demuestran que los anticuerpos anti DC-SIGN bloquean la infeccién por el VIH-1
mediante la inhibicién de la unién del VIH-1 a las células DC y (entonces) no tiene lugar la transmisién del VIH-1
desde las células DC a los linfocitos T, indicando que DC-SIGN actiia como un receptor importante para el VIH-1 en
las células DC. Asi, DC-SIGN es altamente expresado en las células DC y funciona como un receptor especifico de
las células DC para tanto el ICAM-3 como el VIH-1.

A partir de los resultados experimentales anteriores, puede concluirse entre otros, que la interaccién inicial de DC
con los linfocitos T es independiente del antigeno y transitoria. Esta naturaleza transitoria proporciona que DC posea
la capacidad de interaccionar con una multitud de linfocitos T hasta que tenga lugar un productivo compromiso de
TCR. Hasta ahora no estd claro el mecanismo por el cual se inicia este proceso transitorio. En la presente memoria,
se demuestra que la interaccién de un nuevo receptor especifico de las células DC, DC-SIGN, media, con el I[CAM-
3, esta interaccion transitoria de las células DC-T. DC-SIGN es expresado abundantemente por DC, y se ha mostrado
que DC-SIGN sirve como un receptor importante del VIH-1 en las células DC.

Una importante funcién para las DC durante el curso de la infeccién por VIH-1 es la capacidad para extender el
VIH-1 a los linfocitos T, promoviendo la replicacién extensa que conduce a la muerte de las células CD4+T (Cameron
et al., 1992, Cameron: AIDS Res Hum Retroviruses 10 (1), 61-71, 1994). Se demostr6 claramente una infeccion
de DC productora de VIH-1, que depende del estado de desarrollo de DC (Granelli-Piperno et al., 1998). Células DC
inmaduras, cultivadas a partir de monocitos en presencia de IL-4 y GM-CSF, son infectadas productivamente por cepas
M-trépicas de VIH-1 (Granelli-Piperno et al., 1996, Granelli-Piperno et al., 1998) (Blauvelt et al., 1997), mientras que
la penetracién de ambos VIH-1 M- y T-trépicos en las DC maduras no conduce a una infeccién productiva (Granelli
1998). Sin embargo, la penetracién de VIH-1 en ambos tipos de DC conduce a una replicacién explosiva después del
cocultivo con linfocitos T en reposo o activadas (Granelli 1998, 1999), Los eventos iniciales en la infeccién por VIH-
1 de las células diana incluyen la unién del receptor y la fusién de la membrana. Este proceso se inicia por la unién
de alta afinidad de la glicoproteina gp 120 de la envuelta a CD4. Sin embargo, la CD4 sola no basta para iniciar la
fusidn, y son necesarios receptores quimiocina tales como CCRS y CXCR4 como coreceptores para que tenga lugar el
evento de la fusion final (revisado por Littman et al, 1998) (Dragic et al., Nature 381 (6584), 667-73, 1996: Feng et al.,
Science 272 (5263), 872-7, 1996), Las células DC expresan pequeifias cantidades de CD4, mientras que altos niveles de
DC-SIGN se expresan en la superficie celular. Se ha sugerido que la infeccién productiva de DC y su capacidad para
capturar y subsiguientemente, transmitir el VIH-1, son mediadas a través de vias separadas. La infeccién productiva
de DC es medida mediante una via dependiente de CD4, mientras que el VIH-1 puede ser capturado mediante DC a
través de una via independiente de CD4 que todavia permite que DC transmita el VIH-1 a los linfocitos T (Blauvelt
et al (1997). En la presente memoria, se mostré que DC-SIGN media especificamente la penetracién del VIH-1 en las
células DC, tal como se midié por la falta de infeccién productiva en el cocultivo de las células DC-T después de la
preincubacién de DC con anticuerpos anti-DC-SIGN antes de la emision de impulsos de VIH-1. Los anticuerpos anti-
DC-SIGN no inhiben completamente la penetracién de VIH-1 en DC. Esta via independiente de DC-SIGN es mediada
probablemente por CD4(), que se expresa a niveles bajos en DC. Estos resultados confirman la presencia de una via
tanto dependiente como independiente de CD4 para la penetracion viral en DC. Se ha mostrado que varias moléculas
adhesivas pueden inhibir la transmisién de VIH-1 desde DC a los linfocitos T, mediante la interferencia del contacto
DC-linfocitos T (Tsunetsugu-Yokota et al., 1997). Anticuerpos anti-DC-SIGN no pudieron prevenir la transmisién
de VIH-1 a los linfocitos T cuando anticuerpos anti-DC-SIGN se afiadieron después del envio de impulsos VIH-1
para inhibir la interaccién DC-linfocitos T. Estos datos indican que DC-SIGN sirve como un receptor importante para
la penetracion del VIH-1 en las células DC. El hecho de que DC exprese niveles altos de DC-SIGN y niveles bajos
de CD4 (figura 7) demuestra ademds que la penetracion de VIH-1 en DC estd mediada predominantemente por DC-
SIGN. El descubrimiento de DC-SIGN como un receptor de VIH-1 podria ser importante para una mejor comprension
de la penetracién de VIH-1 en DC. Ademas, la inhibicién de la infeccién por VIH-1 observada en presencia de los
anticuerpos anti-DC-SIGN, permitird el desarrollo de anticuerpos anti-DC-SIGN en estrategias terapéuticas, contra la
infeccién virica y la propagacién regional del VIH-1.

Las células DC constituyen una poblacién heter6loga de células que se encuentran a niveles indiciarios en varios
tejidos. Para definir mejor las distintas poblaciones, se ha hecho un gran esfuerzo para generar anticuerpos que se
dirijan contra moléculas superficiales celulares especificas de progenies de DC. Hasta ahora, sélo se han generado
algunos anticuerpos que reconocen antigenos especificos de DC humanas (Hock et al., Immunol, 83, 573-581, 1994),
(de Saint Vis et al, Immunity 9(3), 325-36, 1998) (Hart et al., 1997). DC-SIGN puede ahora afiadirse a esta lista de
antigenos especificos DC humanos, ya que se ha demostrado en la presente memoria que a nivel proteico, asi como a
nivel del ARNm, de todas las células hematopoyéticas ensayadas, s6lo las DC expresan DC-SIGN (Tabla 1). In situ,
DC-SIGN se expresa exclusivamente mediante subconjuntos de DC que se encuentran en el drea de los linfocitos T
de las amigdalas y de los nédulos linféticos. Estas DC maduras son muy potentes en la activacién de los linfocitos
T indiferenciados. Por tanto, la expresion de DC-SIGN in situ, se correlaciona con su funcién como un mediador
importante de la formacién de conjuntos DC-T y la subsiguiente activacion de los linfocitos T.

La activacion de los linfocitos T en reposo mediante las células presentadoras de antigenos, constituye una etapa
criticamente importante en la respuesta inmune adquirida. Localizadas en muchos tejidos, las DC capturan y procesan
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antigenos, y migran a los tejidos linfoides, donde interaccionan con y activan linfocitos T indiferenciados especifico-
antigénicos. Los linfocitos T son dirigidos por las quimiocinas a estos sitios de presentacion antigénica. Recientemente,
se identificé una quimiocina DC-CK1 especifica de DC, que atrae especificamente a los linfocitos T indiferenciados
en sitios de iniciacién inmune (Adema et al., Nature, 387, 713-717, 1997). Después de la llegada a los tejidos linfoides
secundarios, los linfocitos T interaccionan con DC, teniendo lugar la activacién después del reconocimiento por TCR
de los péptidos unidos a las moléculas MHC. Sin embargo, ya que la afinidad de TCR por el antigeno presentado
por las moléculas MHC es muy baja, y el nimero de complejos especificos MHC-péptido sobre APC es limitado, la
interaccién de TCR con el antigeno es habitualmente insuficiente para gobernar la formacion de un contacto intimo de
la membrana entre DC y el linfocito T, necesario para la plena activacion.

Hasta ahora, la LFA-1 constituy6 el receptor mds importante para ICAM-3 en las DC. Sin embargo, su funcién
en la unién a ICAM-3 se ha convertido ahora en discutible, debido al descubrimiento en la presente memoria de
DC-SIGN. Se demostrd que la adhesién de DC a ICAM-3 estd completamente mediada por DC-SIGN. DC-SIGN se
expresa mas abundantemente por DC que por LFA-1 (figura 2B). Ademds, LFA-1 es inactiva sobre DC (figura 2C)
y su afinidad por ICAM-3 es mucho menor que la de DC-SIGN por ICAM-3. Estos datos demuestran claramente
que DC-SIGN constituye el receptor primario para ICAM-3 en las células DC. La funcién para DC-SIGN en DC
se aclar6 ulteriormente por el hallazgo de que anticuerpos anti-DC-SIGN inhibieron parcialmente la formacién de
conjuntos transitorios DC-linfocitos T. Por tanto, DC-SIGN esta implicado en la interaccién inicial DC-linfocitos T
en la respuesta inmune. Una funcién que se atribuy6 previamente a LFA-1. La naturaleza transitoria de la interaccién
DC-linfocitos T mediada por DC-SIGN permite a DC interaccionar con un gran nimero de linfocitos T en reposo,
hasta que se consigue una interaccién productiva mediada por TCR, después de la cual la interaccion se estabiliza.
La importancia de la interaccion DC-SIGN-ICAM-3 es subrayada ademads por el hallazgo de que los anticuerpos
contra DC-SIGN pueden inhibir la proliferacion alogénica de linfocitos T inducida por DC. Ademads, la combinacién
de anticuerpos contra DC-SIGN y LFA-3, una molécula coestimuladora conocida(), inhibe casi completamente la
proliferacién de los linfocitos T. Por tanto, la adhesion transitoria de alta afinidad de DC-SIGN a ICAM-3, desempe-
fia un importante papel en la interaccién inicial antigeno-independiente entre DC y los linfocitos T indiferenciados.
Presumiblemente, esta interaccion inicial de alta afinidad permite el compromiso de TCR mediante la unién anti-
génica a MHC, que inicia a continuacién varias otras interacciones de adhesién entre DC y los linfocitos T, tales
como la interacciéon LFA-1. ICAM-1. Ya que LFA-1 es inactiva sobre los linfocitos T, la activacién del complejo
TCR/CD3 después de la presentacion antigénica por DC(), dard lugar a la activacién de LFA-1 y la intensa unién
subsiguiente de LFA-1 a ICAM-1, expresada en DC. La intensificacién de la interaccién entre DC y los linfocitos T
mediante miiltiples contactos, conducird entonces a la activacién completa de los linfocitos T mediante las células DC
estimuladoras().

En conclusion, se ha identificado un nuevo receptor ICAM-3 en las células DC, denominado DC-SIGN, el cual
se expresa especificamente por las células DC humanas y estd implicado en la interaccion inicial transitoria DC-
linfocitos T, necesaria para iniciar una respuesta inmune. De forma interesante, DC-SIGN es también capaz de unirse
a la proteina gp 120 de la envuelta del VIH-1 y facilitar la penetracién del virus en las células DC. Al experto en la
materia, y basandose en los hallazgos que se han expuesto en la presente memoria, le serdn sugeridas varias técnicas
y distintas posibilidades profilacticas y terapéuticas.

Ejemplo 9

Procedimientos experimentales
Ej. 9A
Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: KLM 185 (anti-integrina 2, (Andrew et al., Eur. J. Immunol 23, 2217-
2222, 1993), AZN-L19 (anti-integrina 52), NKI-L15 (anti-aL, (Keizer et al., Eur. J. Immunol 15, 1142-1147, 1985)),
AIIB2 (anti-integrina 81, (Da Silva ef al., J. Immunol, 143, 617-622, 1989)), CBR-IC3/1 y CBR-IC3/2 (anti-ICAM-
3 (de Fougerolles et al., J. Exp. Med, 177, 1187-1192, 1993)), CD14 (WT14()), CD4 (wt4()). Los anticuerpos anyi-
DC-SIGN AZN-D1 y AZN-D2 se obtuvieron inmunizando ratones BALB/c con DC y rastreando a continuacién los
sobrenadantes de hibridoma, en cuanto a su capacidad para bloquear la adhesion de DC a ICAM-3, tal como se midi6
mediante el ensayo de adhesion de perlas fluorescentes.

Ej. 9B
Células

Se cultivaron células DC a partir de monocitos, tal como se describe (Sallusto y Lanzavecchia, J. Exp. Med. 179,
1109-1118, 1994; Romani et al., J. Exp. Med. 180; 83-93, 1994). Brevemente, se aislaron monocitos a partir de PBMC
recién preparados mediante una etapa de adherencia. Se cultivaron los monocitos en presencia de IL-4 (Schering-
Plough, Bruselas, Bélgica; 500 U/ml) y GM-CSF (Schering-Plough, Bruselas, Bélgica, 1000 U/ml) durante 7 dias. En
el dia 4, se afiadieron citoquinas recién preparadas. En el dia 7 el fenotipo de las células DC cultivadas se confirmé
mediante andlisis de citometria de flujo de la expresion de los tipos I y Il de MHC, de CD1a, de p150,95 y de CD80. Se
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generaron transfectables estables K562 que expresaban ICAM-3 (K562-ICAM 3) mediante la transfecciéon de K562
con 10 ug del plasmido PCRII ICAM-3 R1 (donacién del Dr. D. Simmons) y 2 ug del vector PGK-hyg (Riele et al,
1990) mediante electroporacidn, tal como se describe en (Lub ef al, Mol. Biol. Cell 8§, 719-728, 1997). Los linfocitos
T en reposo (CD3 positivas > 90%) se obtuvieron mediante elutriacién centrifuga de PBMC a partir de la médula 6sea
de donantes sanos, tal como se describe (Figdor et al., Immunol Methods 68, 73-87, 1984).

Ej. 9C
Marcado radioactivo, inmunoprecipitacion y andlisis de la secuencia proteica

Se marcaron células superficialmente con Na'’I (Amersham Buckinghamshire, Reino Unido) mediante el proce-
dimiento de la lactoperoxidasa (Pink y Ziegler, 1979, en: Research Methods in Immunology, editores L. Lefkovits y
B.Pernis, (New York Academic Press), pdgs 169-180). Las células DC se lisaron durante una hora a 4°C en tamp6n
de lisis (NP-40 al 1%, 50 mM trietanolamina (pH 7,8), 150 mM NaCl, 1 mM CaCl, 1 mM MgCl,, 1 mM PMSF,
0,02 mg/ml leupeptina). Se eliminaron los restos nucleares del lisado mediante centrifugacion a 13.000 g durante 15
minutos a 4°C. Antes de desalojar los lisados, se incubaron durante 3 horas con un mAb especifico unido covalente-
mente a perlas 4B-Proteina A-sefarosa CL (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ). Los inmunoprecipitados se
lavaron extensamente con tamp6n de lisis y se analizaron mediante SDS-PAGE segtn una modificacién del proce-
dimiento Laemmli (Laemmli, Nature 227, 680-685, 1970). La digestién triptica de la proteina extirpada, la purifica-
cion de los péptidos resultantes y el andlisis secuencial, se llevaron a cabo mediante Eurosequence BV (Groningen,
Holanda).

Ej. 9D
Aislamiento y expresion del ADNc que codifica DC-SIGN

Se aisl6 el ARN total mediante un procedimiento dcido guanidinio isotiocianato-fenolcloroférmico (Chomczyns-
ki y Sacchi, Anal Biochem 162 (1), 156-9, 1987). E1 ADNc que codifica la lectina placentaria de tipo C que se
une a gp 120 se amplific6 mediante RT-PCR sobre el ARN total de las células DC. Los cebadores PCR se basaron
en la secuencia nucledtida de la lectina placentaria de tipo C que se une a gp 120 (n° de registro M98457, (Cur-
tis et al., 1992) y las secuencias nucleétidas (5 a 3’) son las siguientes: XF29, AGAGTGGGGTGACATGAGTG;
XR1265, GAAGTTCTGCTACGCA GGAG. El fragmento PCR se cloné en el vector pPGEM-T (Promega, Madison
WI) y se secuencid. La secuencia nucleétida del ADNc clonado era idéntica a la de la lectina placentaria de tipo
C que se una a pgl20 (Curtis et al, 1992). E1 ADNc se clon6 a continuacién en el vector eucaridtico de expresion
(pRc/CMV (pRc/CMV-DC-SIGN), y las células COS7 fueron transfectadas de forma transitoria con pPRc/CMV-DC-
SIGN, utilizando el procedimiento de DEAE dextrano (Seed y Aruffo, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 3365-3369,
1987).

Ej. 9E
Ensayo de adhesion de las perlas fluorescentes

Trans-Flior Esferas modificadas por carboxilato (488/645 nm, 1,0 um; Molecular Probes. Eugene.OR) se revis-
tieron con ICAM-1 Fc e ICAM-3 Fc, tal como se ha descrito previamente (Geijtenbeek et al., presentado en 1999).
Brevemente, se afiadieron 20 ul de estreptavidina (5 mg/ml en 50 mM de tampén MES) a 50 ul de Esferas Trans-
Fldor. Se afiadieron 30 ul de EDAC (1,33 mg/ml) y la mezcla se incub6 a TA durante 2 horas. La reaccién se detuvo
afiadiendo glicina a una concentracién final de 100 mM. Las perlas revestidas con estreptavidina se lavaron tres veces
con PBS (50 mM fosfato, NaCl al 0,9%, pH 7,4) y se volvieron a suspender en 150 ul de PBS, BSA al 0,5% (peso/vol).
Las perlas revestidas con estreptavidina (15 ul) se incubaron con fragmentos de cabra biotinilados antihumanos anti-
Fc-Fab2 (6 ug/ml) en 0,5 ml de PBA durante 2 horas a 37°C. Las perlas se lavaron una vez con PBS, BSA al 0,5% y se
incubaron con ligandos humanos fusionados IgG1 Fc (ICAM-1 Fc, VCAM-1 Fc; 250 ng/ml) en 0,5 ml, por la noche,
a 4°C. Las perlas revestidas con los ligandos se lavaron, se volvieron a suspender en 100 ul de PBS, BSA al 0,5%, y se
guardaron a 4°C. ICAM-1 Fc e ICAM-3 Fc consisten en la parte extracelular de la proteina fusionada a un fragmento
IgG1 Fc humano (proporcionado por el Dr. D. Simmons). El ensayo de adhesién de las perlas fluorescentes se llevé a
cabo tal como se ha descrito por Geijtenbeek ef al (presentado). Brevemente, las células se volvieron a suspender en
tampén Tris-Sodio-BSA (20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, BSA al 0,5%; 5 x 10°
células/ml). Se preincubaron 50.000 células con o sin bloqueo mAb (20 pg/ml) durante 10 minutos a TA en una placa
con fondo en forma de V, de 96 pocillos. Se aiadieron perlas fluorescentes revestidas con ligandos (20 perlas/célula)
y distintos estimulantes/inhibidores, incubdndose la suspensién durante 30 minutos a 37°C. Se lavaron las células y
se volvieron a suspender en 100 ul de TSA. La adhesion se determiné midiendo, mediante citometria de flujo, el por-
centaje de células que se habian unido a las perlas fluorescentes, utilizando el FACScan (Becton y Dickinson & Co.,
Oxnard, CA).
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Ej. 9F
Ensayos de agrupacion de células heterotipicas

La agrupacién entre las células DC y las que expresan ICAM-3 se evalué mediante citometria de flujo. Las célu-
las DC y las células que expresan I[CAM-3 (2 x 10° células/ml) se marcaron respectivamente con sulfofluoresceina
(Molecular Probes, Eugene, OR; 50 pg/ml) e hidroetidina (Molecular Probes, Eugene, OR; 40 ug/ml) durante 1 hora
a 37°C. Después de lavado, las células DC y las que expresan ICAM-3 se mezclaron (50 x 10° células cada una de
ellas) y se incubaron a 37°C. A distintos tiempos, las células se fijaron con paraformaldehido (0,5%) y se midi6 la
agrupacion de células heterotipicas mediante citometria de flujo, utilizando el FACScan (Becton and Dickinson & Co,
Oxnard, CA).

La agrupacion entre las células DC y los linfocitos T que permanecen se evalué mediante un procedimiento dife-
rente. Las DC (50x10° células) se preincubaron con/sin los anticuerpos anti-DC-SIGN AZN-D1 y AZN-D2 (10 g/ml)
durante 10 minutos a TA. Se afiadieron PBC alogénicos (1x10° células), marcados con el colorante fluorescente calcei-
na-A (Molecular Probes, Eugene, OR; 25 ug/107 células/ml durante 30 minutos a 37°C) y la mezcla celular se incub6
a 37°C. La agrupacién se determiné midiendo el porcentaje de DC que se ha unido a los linfocitos T fluorescentes por
citometria de flujo utilizando el FACScan (Becton and Dickinson & Co., Oxnard, CA).

Ej. 9G
Ensayo de proliferacion de los linfocitos T inducidos por las células DC

Linfocitos T alogénicos sensibles (100x10?) se afiadieron a las células DC estimuladoras (1,5x10%) en presencia de
anticuerpos bloqueantes (20 g/ml). Las células se cultivaron durante 4 dias. En el dia 4, se emitieron impulsos de [*H]
metil-timidina a las células durante 16 horas (1,52 TBg/mmol, 0,5 uCi/pocillo; Amersham, Buckingamshire, Reino
Unido), y se cuantificé la absorcion.

Ej. 9H
Infeccion de las células DC por el VIH-1

Se desarroll6 el VIH-1g, | a un titulo mas alto en macréfagos derivados de monocitos (MDM). Siete dias después
de la titulacion de la reserva virica en los MDM, se determiné TCIDs, mediante un ensayo ELISA para el antigeno p24
(Diagnostics Pasteur, Marnes la Coquette, Francia), y se estimé en 10*/ml. Células DC (50 x 10%) que se preincubaron
con anticuerpos (50 pg/ml) durante 20 minutos, a TA, se sometieron a la emisién de impulsos con el VIH-13, | de
tipo salvaje, durante 2 horas (con una infeccién miiltiple de 10* unidades infecciosas por 10° células), se lavaron y
cocultivaron con PBMC activados con PHA/II-2 (50 x 10°). Se recuperaron los sobrenadantes 3 y 5 dias después
del cocultivo de las células DC con los linfocitos T, midiéndose los niveles del antigeno p24 mediante un ensayo
ELISA del antigeno p24 (Diagnostics Pasteur Marnes la Coquette, Francia). Los PBMC se activaron cultivindolos en
presencia de IL-2 (10 U/ml) y PGA (10 pg/ml).

Ej. 91

Andlisis inmunohistoquimico

Criocortes (8 um) de amigdalas y nédulos linfaticos se fijaron en acetona al 100% (10 minutos), se lavaron con
PBS y se incubaron con el primer anticuerpo (10 ug/ml) durante 60 minutos a TA. Después del lavado, se llevé a

cabo la tincion final con el equipo ABC-AP Vectastain (Vector Laboratories, Burlingame, CA), segtn el protocolo del
fabricante. La tincion nuclear se realizé con hemateina().

TABLA 1

Nivel de expresion de DC-SIGN en las células hematopoyéticas, determinado mediante andlisis
de citometria de flujo y RT-PCR

Tipo celular Expresiéon DC-SIGN* DC-SIGN ARNm t
Monocitos - .

Dia 7 de DC +++ +

PBL - -

Células T - -
Linfocitos B - -
Linfocitos B (amigdalas)$ - n.d.
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TABLA 1 (continuacién)

Tipo celular Expresién DC-SIGN*

DC-SIGN ARNm ¢

Timocitos -

Granulocitos -

Células CD34+ -

n.d.

PBMC (activados#) -

Progenies celulares T T -

Prog. cel. monociticas t1 -
* significa fluorescencia: = <20., +++., >400 (tincion con AZN-D1)

aislado de las distintas células.

$ Aislado de las amigdalas

# Activado con PHA (10 pg/mi) e IL-2 (10 U/ml) durante 2 dias
T Progenies celulares T:HSB, PEER, CEM y Jurkat

11 Progenies celulares monociticas: THP-1, MM6 y U937

n.d., no determinado

T RT-PCR con los cebadores especificos XF29 y XR1265 de DC-SIGN sobre el ARN total
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de un anticuerpo que se une al receptor denominado DC-SIGN, en la superficie de una célula den-
dritica y que se representa como SEC ID n° 2 o una variante natural o fragmento del mismo, en la preparacién de un
medicamento destinado a reducir una respuesta inmune en un animal, en la que dicho anticuerpo inhibe la interaccién
entre una célula dendritica y un linfocito T.

2. Utilizacién segun la reivindicacion 1, en la preparacién de una composicion para reducir una o mds interacciones
entre una célula dendritica y un linfocito T.

3. Utilizacién segun la reivindicacién 1 y/o 2, en la preparacién de una composicién para reducir la adhesién entre
un DC-SIGN en la superficie de una célula dendritica y un receptor ICAM en la superficie de un linfocito T.

4. Utilizacién segin la reivindicacidon 3, en la que el receptor ICAM es el receptor ICAM-3 en la superficie de un
linfocito T.

5. Utilizacién de un anticuerpo que se une al receptor denominado DC-SIGN en la superficie de una célula den-
dritica y que se representa como SEC ID n° 2 o una variante natural o fragmento del mismo, en la preparacién de un
medicamento destinado a inhibir la adhesién de la proteina superficial del VIH a la superficie de una célula dendritica.

6. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el anticuerpo es un anticuerpo mono-
clonal.

7. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el animal es humano.

8. Anticuerpo dirigido contra el receptor denominado DC-SIGN en la superficie de una célula dendritica y que
se representa como SEC ID n°® 2 o una variante natural o fragmento del mismo, en el que dicho anticuerpo inhibe la
interaccién entre una célula dendritica y un linfocito T.

9. Anticuerpo segun la reivindicacién 8, que es un anticuerpo monoclonal.

10. Anticuerpo segtin la reivindicacién 9, que es AZN-D1 y que se identifica como el nimero de registro de ECACC
99040818, 0 AZN-D2 que se identifica en la presente memoria como niimero de registro de ECACC 99040819.

11. Composicién farmacéutica, que contiene por lo menos un anticuerpo segin cualquiera de las reivindicaciones
8 a 10, y por lo menos otro portador, excipiente, adyuvantes y/o formulantes conocidos per se.

12. Utilizacién de un anticuerpo segun las reivindicaciones 8 a 10, en la deteccién de células dendriticas en una
muestra biolégica.

13. Utilizacién de un anticuerpo segun las reivindicaciones 8 a 10, en el aislamiento, preparacion y/o purificaciéon
de células dendriticas a partir de una muestra bioldgica o de un medio de cultivo.

14. Procedimiento para producir, aislar y/o purificar células dendriticas a partir de una muestra biolégica o de
un medio de cultivo, que comprende las etapas que consisten en: a) poner en contacto una muestra biolégica o un
medio de cultivo que contiene células dendriticas con un anticuerpo segin cualquiera de las reivindicaciones 8§ a 10; b)
separar las células que se unen a dicho anticuerpo de las células que no se unen a dicho anticuerpo, y opcionalmente de
cualquier otro constituyente de la muestra o del medio; y que comprende ademds opcionalmente la etapa que consiste
en: ¢) separar las células que se unen al anticuerpo a partir de dicho anticuerpo.

15. Procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que el anticuerpo se une a una columna o matriz, a perlas (para)
magnéticas o a un soporte sélido similar.

16. Procedimiento segtn la reivindicacién 14 6 15, en el que la muestra biolégica es un liquido biolégico, tal como
sangre, plasma o liquido linfético.
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Fig 2a
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Fig 2d
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Fig 3b
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Fig 6d
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: Koninklijke Universiteit Nijmegen, Afdeling tumorimmunologie
(B) DIRECCION: Philips van Leydenlaan 25
(C) CIUDAD: Nijmegen
(E) PAIS: Netherlands
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): 6525 EX
(G) TELEFONO: + 31 243 617 600
(H) TELEFAX: + 31 243 540 339

(v) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE SOPORTE: disquete
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0. Version #1.30

(ii) TITULO DE LA INVENCION: Composicién y procedimiento para modular la interaccién entre células
dendriticas y linfocitos T.

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 2
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1215 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO FILAMENTO: sencillo
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iti) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 1:
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ATGAGTGACT CCAAGGAACC AAGACTGCAG CAGCTGGGCC TCCTGGAGGA GGAACAGCTG 60
AGAGGCCTTG GATTCCGACA GACTCGAGGA TACAAGAGCT TAGCAGGGTG TCTTGGCCAT 120
GGTCCCCTGG TGCTGCAACT CCTCTCCTTC ACGCTCTTGG CTGGGCTCCT TGTCCAAGTG 180
TCCAAGGTCC CCAGCTCCAT AAGTCAGGAA CAATCCAGGC AAGACGCGAT CTACCAGAAC 240
CTGACCCAGC TTAAAGCTGC AGTGGGTGAG CTCTCAGAGA AATCCAAGCT GCAGGAGATC 300
TACCAGGAGC TGACCCAGCT GAAGGCTGCA GTGGGTGAGC TTCCAGAGAA ATCTAAGCTG 360
CAGGAGATCT ACCAGGAGCT GACCCGGCTG AAGGCTGCAG TGGGTGAGCT TCCAGAGAAA 420
TCTAAGCTGC AGGAGATCTA CCAGGAGCTG ACCTGGCTGA AGGCTGCAGT GGGTGAGCTT 480
CCAGAGAAAT CTAAGATGCA GGAGATCTAC CAGGAGCTGA CTCGGCTGAA GGCTGCAGTG 540
GGTGAGCTTC CAGAGAAATC TAAGCAGCAG GAGATCTACC AGGAGCTGAC CCGGCTGAAG 600
GCTGCAGTGG GTGAGCTTCC AGAGAAATCT AAGCAGCAGG AGATCTACCA GGAGCTGACC 660
CGGCTGAAGG CTGCAGTGGG TGAGCTTCCA GAGAAATCTA AGCAGCAGGA GATCTACCAG 720
GAGCTGACCC AGCTGAAGGC TGCAGTGGAA CGCCTGTGCC ACCCCTGTCC CTGGGAATGG 780
ACATTCTTCC AAGGAAACTG TTACTTCATG TCTAACTCCC AGCGGAACTG GCACGACTCC 840
ATCACCGCCT GCAAAGAAGT GGGGGCCCAG CTCGTCGTAA TCAAAAGTGC TGAGGAGCAG 900
AACTTCCTAC AGCTGCAGTC TTCCAGAAGT AACCGCTTCA CCTGGATGGG ACTTTCAGAT 960
CTAAATCAGG AAGGCACGTG GCAATGGGTG GACGGCTCAC CTCTGTTGCC CAGCTTCAAG 1020
CAGTATTGGA ACAGAGGAGA GCCCAACAAC GTTGGGGAGG AAGACTGCGC GGAATTTAGT 1080
GGCAATGGCT GGAACGACGA CAAATGTAAT CTTGCCAAAT TCTGGATCTG CAAAAAGTCC 1140
GCAGCCTCCT GCTCCAGGGA TGAAGAACAG TTTCTTTCTC CAGCCCCTGC CACCCCAMAC 1200
CCCCCTCCTG CGTAG 1215

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID n°: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 415 aminoacidos
(B) TIPO: amino 4cido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n® 2:
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Met Ser Asp Ser Lys Glu Pro Arg Leu Gin Gin Leu Gly Leu Leu
i 5 10 15 :

Glu Glu Glu Gin Leu Arg Gly Leu Gly Phe Arg Gin Thr Asg Gly
20 25 30

Tyr Lys Ser Leu Ala Gly Cys Leu Gly His Gly Pro Leu Val Leu
k1] 40 45

Gin Leu Leu Ser Phe Thr Leu Leu Ala Gly Leu Leu Val Gla Val
50 55 60

Ser Lys Val Pro Ser Ser lle Ser Gln Glu Gln Ser Arg Gln Asp
65 70 75

Ala lle Tyr Gin Asn Leu Thr Gin Leu Lys Ala Ala Val Gly Glu
80 85 90

Leu Ser Glu Lys Ser Lys Leu Gin Glu lie Tyr Gin Glu Leu Thr
95 100 105

Gin Leu Lys Ala Ala Val Gly Glu Leu Pro Glu Lys Ser Lys Leu
110 118 120

Gin Glu lle Tyr Gin Glu Leu Thr Arg Leu Lys Ala Ala Val Gly
125 130 135

Ghu Leu Pro Glu Lys Ser Lys Leu Gin Glu lle Tyr Gln Glu Leu
140 145 150

Thr Trp Leu Lys Ala Ala Val Gly Glu Leu Pro Glu Lys Ser Lys
: 155 160 165

Met Gin Glu lie Tyr Gln Glu Leu Thr Arg Leu Lys Ala Ala Val
170 175 180

Gly Glu Leu Pro Glu Lys Ser Lys Gin Gin Glu lle Tyr Gla Glu
185 190 195

Leu Thr Arg Leu Lys Ala Ala Val Gly Glu Leu Pro Glu Lys Sex
200 205 210

Lys Gin Glp Glu lle Tyr Gin Glu Leu Thr Arg Leu Lys Ala Ala
215 220 225

Val Gly Glu Leu Pro Glu Lys Ser Lys Gln Gin Glu Ile Tyr Gin
230 235 240

Glu Leu Thr Gin Leu Lys Ala Ala Val Glu Arg Leu Cys His Pro
245 250 255

Cys Pro Trp Glu Trp Thr Phe Phe Gin Gly Asn Cys Tyr Phe Met
260 265 270
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Ser Asn Ser Gin Arg Asn Trp His Asp Ser lle Thr Ala Cys Lys
275 280 285

Glu Val Gly Ala Gin Leu Val Val lle Lys Ser Ala Glu Glu Gin
290 295 300

Asn Phe Leu Gin Leu Gin Ser Ser Asg Ser Asn Arg Phe Thr Trp
305 3i0 315

Met Gly Leu Ser Asp Leu Asn Gin Glu Gly Thr Trp Gla Trp Val
320 325 330

Asp Gly Ser Pro Leu Leu Pro Ser Phe Lys Gln Tyr Trp Asn Arg
335 340 345

Gly Glu Pro Asn Asn Val Gly Glu Glu Asp Cys Ala Glu Phe Ser
3so0 355 360

Gly Asn Gly Trp Asn Asp Asp Lys Cys Asn Leu Ala Lys Phe Trp
365 370 375

fie Cys Lys Lys Ser Ala Ala Ser Cys Ser Arg Asp Giu Ghu Gln
380 385 390

Phe Leu Ser Pro Ala Pro Ala Thr Pro Asn Pro Pro Pro Ala
395 400 404
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