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AS LECTINAS DE TIPO C ESTAO ENVOLVIDAS NA LIGACAO DE MUITOS TIPOS DIFERENTES DE
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DIFERENTES TIPOS DE CELULAS, A INFLUENCIA DESSA LIGACAO E MUITO DIVERSA E
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HIDRATO DE CARBONO LIGADO. NA PRESENTE INVENCAO SAO DIVULGADAS NOVAS
ESPECIFICIDADES DE HIDRATOS DE CARBONO DA LECTINAS DE TIPO C. A INTERFERENCIA
COM ESTA PROPRIEDADE DE LIGAGAO TEM APLICACOES NA PREVENCAO DA LIGACAO DE
AGENTES PATOGENICOS E TAMBEM PARA INFLUENCIAR AS VIAS DE SINALIZACAO EM
CELULAS QUE CONTEM LECTINAS DE TIPO C, PARTICULARMENTE EM CELULAS QUE
EXPRESSAM RECETORES DE TIPO TOLL TAIS COMO AS CELULAS DENDRITICAS. E TAMBEM
PROPORCIONADA A UTILIZAGAO DA ESPECIFICIDADE DOS HIDRATOS DE CARBONO PARA
MELHORAR A APRESENTACAO DE ANTIGENIOS PELAS CELULAS APRESENTADORAS DE
ANTIGENIOS E PARA MANIPULAR A MIGRAGAO DE CELULAS QUE CONTEM LECTINAS DE TIPO
C E A INTERACAO DAS CELULAS QUE EXPRESSAM LECTINAS DE TIPO C COM LIGANDOS
CELULARES EM CELULAS VIZINHAS.



RESUMO
"MOLECULAS DE LIGAGAO DE LECTINAS DE TIPO C, IDENTIFICAGAO
E UTILIZAGCOES DAS MESMAS"

As lectinas de tipo C estdo envolvidas na ligacdo de muitos
tipos diferentes de hidratos de carbono. Considerando a sua
diversidade em tipo e expressdo de diferentes tipos de
células, a influéncia dessa ligacdo ¢é muito diversa e
dependente, entre outros, do tipo de célula, do ambiente da
célula e do tipo de hidrato de carbono ligado. Na presente
invencdo s&do divulgadas novas especificidades de hidratos
de carbono da lectinas de tipo C. A interferéncia com esta
propriedade de ligacdo tem aplicacdes na prevencdo da
ligacdo de agentes patogénicos e também para influenciar as
vias de sinalizacdo em células que contém lectinas de tipo
C, particularmente em células gque expressam recetores de
tipo Toll tais como as células dendriticas. E também
proporcionada a utilizacdo da especificidade dos hidratos
de carbono para melhorar a apresentacdo de antigénios pelas
células apresentadoras de antigénios e para manipular a
migracdo de células que contém lectinas de tipo C e a
interacdo das células que expressam lectinas de tipo C com

ligandos celulares em células vizinhas.



DESCRICAO
"MOLECULAS DE LIGACAO DE LECTINAS DE TIPO C, IDENTIFICACAO

E UTILIZAGCOES DAS MESMAS"

A invencdo refere-se ao campo de imunologia.

As células dendriticas (DC) s&do células apresentadoras de
antigénios (APC) profissionais que induzem a imunidade
celular apds reconhecimento do agente patogénico. Estas
células sdo, portanto, importantes na defesa contra muitos

17273 As DC imaturas estdo distribuidas

agentes patogénicos
ao longo dos tecidos periféricos para atuar como sentinelas
contra agentes patogénicos 1invasores®. Apbs captura do
agente patogénico, as DC sdo ativadas, processam 0s agentes
patogénicos para apresentacdo de antigénio nas moléculas de
classe II do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC) e migram para os 6rgdos linfoides secundéarios onde
ativam as c¢células T naif para iniciar as respostas

imunolégicas adaptativas!’?*.

Dependendo do agente
patogénico que ¢é reconhecido pelas DC, a diferenciacdo de
células T naif em células Thl ¢é desencadeada pelas DC em
resposta aos micrdébios intracelulares, enquanto as
respostas mediadas por Th2 sdo geradas pelas DC para
eliminar agentes patogénicos que residem
extracelularmente®. Assim, as DC desempenham um papel
importante tanto nas respostas inatas como nas respostas
imunoldgicas celulares contra antigénios tumorais bem como
agentes patogénicos tais como infecdes virais, bacterianas,
fingicas e parasitarias’’’. O conhecimento sobre os
recetores da superficie celular nas DC que estdo envolvidos
no reconhecimento de agentes patogénicos estd apenas a
comecar a emergir, e incluem recetores de tipo Toll (TLR)

6;7 8

e lectinas de tipo C Os TLR reconhecem componentes



especificos derivados dos agentes patogénicos, tais como
lipoproteinas, lipopolissacaridos e ADN bacteriano, e
transmitem esta informacéo através de cascatas de
sinalizacdo intracelulares que conduzem a producdo de
citocinas reguladoras e a regulacdo positiva de MHC e
moléculas co-estimuladoras que conduzem a
ativacdo/maturacdo de DC®°. Em contraste, as lectinas de
tipo C reconhecem estruturas de hidratos de carbono
derivadas de agentes patogénicos e apds ligacéo
internalizam os agentes patogénicos pata processamento de

78719, Nas lectinas

antigénio e apresentacdo as células
dependentes de cédlcio cléssicas, o0s residuos de aminoédcidos
conservados no dominio de reconhecimento de hidratos de
carbono (CRD) estdo envolvidos na ligacdo de célcio e

11. Um numero crescente de

especificidade para o acucar
lectinas de tipo C é descrito como sendo especificamente
expresso pelas DC. Para a maioria destas lectinas néo
existe conhecimento detalhado sobre os alvos dos agentes
patogénicos bem como sobre os ligandos celulares, se houver
algum, incluindo sobre a identidade da estrutura de hidrato
de carbono que elas reconhecem’. A lectina de tipo C
especifica para DC, DC-SIGN (ndo integrina de fixacdo de
ICAM-3 especifica de <células dendriticas, CD209), esté
envolvida na ligacdo da glicoproteina do envelope de HIV-1
pelas DC para melhorar a infecdo da células T *?, enquanto
0 recetor de manose (MR) estd envolvido no reconhecimento

de micobactérias e Fungos/Protozodrios 7.

Algumas lectinas
de tipo C como a DC-SIGN podem interagir com glicoproteinas
portadoras de hidratos de carbono (ICAM-2 e ICAM-3) para

mediar processos de adesdo celular 11

Como aqui descrita, uma lectina de tipo C pode compreender
especificidade para mais do que um tipo de glicoconjugado.
Este conhecimento é Gtil para uma variedade de finalidades.

Por exemplo, as lectinas sdo instrumentais na mediacdo da



ligacdo de agentes patogénicos e na apresentacdo de
antigénios dos mesmos nas células dendriticas. Esta
propriedade de ligacdo das lectinas de tipo C é utilizada
por um numero de agentes patogénicos para, pelo menos em
parte, facilitar a infecéao de um individuo. Por
conseguinte, 0 conhecimento da especificidade dos
glicoconjugados de tais lectinas proporciona uma entrada
para o) desenvolvimento de medicamentos capazes de
interferir com a capacidade dos hidratos de carbono
presentes nos agentes patogénicos para interagir com a
lectina e, desse modo, interferir, pelo menos em parte, com
a infecdo ou a gravidade da mesma no individuo exposto.
Esta divulgacdo proporciona um método para inibir, pelo
menos em parte, a ligacdo de um ligando a um lectina de
tipo C ou uma parte de ligacdo de hidratos de carbono da
mesma, compreendendo pdr em contacto a referida lectina de
tipo C com um glicoconjugado isolado e/ou recombinante
compreendendo pelo menos dois residuos de manose na ligacéo
al,2 ou um glicoconjugado gque compreende um residuo de
fucose ou um glicoconjugado que compreende pelo menos uma
extremidade que apresenta N-acetilglucosamina ou um
derivado ou multimero da mesma. E também proporcionada a
utilizacdo de um glicoconjugado que compreende um residuo
de fucose ou um derivado ou multimero do mesmo para inibir,
pelo menos em parte, a ligacdo de um ligando a uma lectina
de tipo C ou uma parte de ligacdo de hidratos de carbono da
mesma. kEste método pode ser utilizado, por exemplo, para
estudar as propriedades de ligacdo exatas da lectina. O
método é também Util na identificacdo de compostos capazes
de interferir com uma aptiddo da referida lectina de tipo C
para ligar-se a agentes patogénicos. O referido método
compreende ainda uma célula compreendendo a referida
lectina de tipo C. Preferencialmente a referida célula é
uma célula apresentadora de antigénios, mais

preferencialmente uma célula dendritica ou macréfago. Na



presenca dessa célula, o efeito dessa inibicdo pode ser
comparado com a funcdo da célula apresentadora de
antigénios, por exemplo gquanto a sua capacidade para
apresentar o antigénio e/ou a producdo de linfocinas e/ou
citocinas. A referida lectina de tipo C pode compreender
DC-SIGN, mSIGNR1, L-SIGN e/ou DC-SIGNR. Enquanto a DC-SIGNR
e a L-STIGN sdo expressas predominantemente em
macrbéfagos/células endoteliais, nas células dos ganglios
linfaticos e nas células endoteliais sinusoidais do figado
e a DC-SIGN ¢é expressa predominantemente nas células
dendriticas. As DC-SIGNR e L-SIGN partilham dos efeitos de
ligacdo e sinalizacdo notaveis que o ManLAM tem apds
ligacdo as células dendriticas wvia DC-SIGN. No entanto,
enquanto a DC-SIGN inclui ainda uma especificidade
particular para glicoconjugados que compreendem um residuo
de fucose ou um derivado ou multimero do mesmo, as DC-SIGNR
e L-SIGN né&do tém essa especificidade particular. Assim, nos
métodos acima hd uma preferéncia para a lectina de tipo C

DC-SIGN.

Com o termo "glicoconjugado que compreende um residuo de
fucose" entende-se um glicoconjugado gque compreende pelo
menos um residuo de fucose que estd ligado ol,3 ou o-1,4
relativamente ao glicoconjugado. A unidade de ligacéo
consiste preferencialmente em N-acetilglucosamina. A
unidade de 1ligacdo ¢é preferencialmente acoplada a um
oligossacarido ou glicano, o gual, por sua vez, pode fazer
parte de uma estrutura maior (ou molécula transportadora)
compreendendo glicoconjugados subsequentes que compreendem
residuos de fucose, ou outros compostos tais como manose em
qualquer configuracéo. Um derivado do referido
glicoconjugado que compreende um residuo de fucose
compreende a mesma atividade de ligacdo da lectina de tipo
C em tipo mas ndo necessariamente em gquantidade. Um

derivado pode ser gerado através da modificacdo do residuo



de fucose. Tais modificacdes podem ser geradas de varias
maneiras. Preferencialmente, a referida fucose é uma fucose
terminal, isto é, ligada via apenas uma ligacdo ol,3 ou o-
1,4 a outra molécula ou fucose. 0Os exemplos preferidos de
glicoconjugados que compreendem um residuo de fucose s&o os
antigénios dos grupos sanguineos de Lewis Le*, LeY, Le?, Le&°
e/ou LDNF. Diferentes modificacdes tém diferentes efeitos
nas propriedades de ligacdo de lectinas. A sialilacdo de
Le® (produzindo sialil-Le®, um ligando de L-, E- e P-
selectina) anula completamente o reconhecimento pela DC-
SIGN, indicando que a DC-SIGN tem uma especificidade de
hidrato de carbono que ¢ distinta daquela das selectinas
que medeiam a circulacdo de leucdcitos. A sulfatacdo reduz
a afinidade de 1ligacdo da DC-SIGN ao Le*, bem como Le*
(Figura 2a). Um derivado de um glicoconjugado que
compreende um vresiduo de fucose compreende assim uma
modificacdo em que a referida modificacdo permite ligacédo
do referido glicoconjugado a referida lectina de tipo C. Os
glicoconjugados que compreendem multiplos residuos de
fucose na configuracdo de um antigénio de grupo sanguineo
de Lewis tém tipicamente uma afinidade de ligacdo mais alta
do gue um glicoconjugado que compreende um Unico residuo de

fucose.

Um glicoconjugado pode ser mono- ou polivalente para os
respetivos residuos de fucose. Um glicoconjugado
polivalente compreende pelo menos duas antenas separadas em
que pelo menos duas das referidas antenas compreendem os
referidos residuos. Um glicoconjugado polivalente preferido
compreende pelo menos duas antenas que tém uma fucose
terminal, isto é, ligada via apenas uma ligacdo ol,3 ou o-
1,4 ao glicoconjugado ou a outro residuo de fucose. Um
glicoconjugado polivalente preferido compreende pelo menos
duas antenas que tém pelo menos dois residuos de manose na

ligacéao al, 2. Um glicoconjugado polivalente pode



compreender também pelo menos duas antenas que tém uma N-
acetilglucosamina terminal, isto é, ligada via apenas uma
ligacdo ao glicoconjugado. Um multimero é preferencialmente

um glicoconjugado polivalente.

Uma molécula de ligacdo pode ser especifica para um
glicoconjugado monovalente ou um glicoconjugado
polivalente. A ligacdo da molécula de ligacdo ¢ tipicamente

mais forte ao glicoconjugado polivalente.

Tipicamente, a ligacdo da lectina de tipo C e, mais em
particular, a acdo subsequente da célula portadora da
lectina de tipo C é significativamente maior no caso da
ligacéao de um glicoconjugado polivalente. Isto é
particularmente assim para 08 glicoconjugados que
compreendem pelo menos uma extremidade gque apresenta um

residuo de N-acetilglucosamina.

As moléculas transportadoras podem compreender ainda uma
grande variedade de moléculas diferentes incluindo
péptidos, ©proteinas, lipidos, polissacdridos e também
moléculas sintéticas ndo expressamente aqui mencionadas.
A(s) molécula(s) transportadora(s) podem, evidentemente,
fazer parte de uma estrutura ainda maior, tal como uma
superficie bioldgica ou artificial, um virus, uma bactéria

ou uma célula eucaridtica.

A ligacdo do ligando a lectina de tipo C pode ser inibida
interferindo com o sitio de ligacdo no ligando, com o sitio
de ligacdo da lectina de tipo C ou ambos. A interferéncia
com o sitio de ligacdo do ligando pode ser feita utilizando
uma molécula de ligacdo a ligando capaz de se ligar
especificamente a parte de ligacdo a lectina de tipo C do
ligando. Isto ¢é preferencialmente feito com uma molécula

proteica tal como um anticorpo especifico para hidratos de



carbono, preferencialmente especifico para um
glicoconjugado que compreende pelo menos dois residuos de
manose em ligacdo ol,2 ou um glicoconjugado gque compreende
um residuo de fucose ou um glicoconjugado gque compreende
pelo menos uma extremidade que apresenta N-
acetilglucosamina ou um derivado ou multimero da mesma. A
parte experimental descreve exemplos de tais anticorpos. Os
exemplos de anticorpos que compreendem uma especificidade
para um glicoconjugado que compreende um residuo de fucose
ou um derivado ou multimero do mesmo sdo SMLDN1.l ou
SMFG4.1, ©H3, Hplb5l, 4D2, 54,1F6A, NAM61-1A2 ou SMLDNI1.1. A
molécula de ligacdo a ligando pode ser também uma lectina
de tipo C, preferencialmente um derivado soltvel da mesma,
compreendendo especificidade para um glicoconjugado gue
compreende um residuo de fucose, um derivado ou multimero
do mesmo. Um exemplo de uma lectina de tipo C soltvel da
invencdo ¢é uma molécula quimérica DC-SIGN-Fc soluvel dque
compreende o0s residuos de aminodcidos 64-404 fundidos na
extremidade C-terminal com um fragmento Fc de IgGl humana
como descrito, por exemplo, em Geijtenbeek et al
(Geijtenbeek et al 2002, J. Biol. Chem. 277:11314-11320).
No entanto, as lectinas de tipo C soltGveis compreendendo
uma ou mails das especificidades proporcionadas podem ser
geradas de varias maneiras (por exemplo, por derivacido a
partir de DC-SIGNR ou L-SIGN). Agora gue a presente
divulgacdo descreve uma molécula quimérica outras podem ser
geradas, por exemplo, como descrito em Fawcett J et al

(Fawcett J et al 1992, Nature 360:481-4).

Evidentemente, a interferéncia com o sitio de ligacdo na
lectina de tipo C pode ser também feita de varias maneiras.
A interferéncia com o sitio de ligacdo na lectina de tipo C
pode ser feita wutilizando wuma molécula de ligacdo de
lectinas de tipo C capaz de se ligar especificamente a

parte de ligacdo a ligando na lectina de tipo C. Isto é



preferencialmente feito com uma molécula proteica tal como
um anticorpo especifico para a lectina de tipo C ou com um
glicoconjugado que compreende um residuo de fucose ou um
derivado ou multimero da mesma, em que o referido
glicoconjugado ou ambos podem fazer parte de uma estrutura
maior. Evidentemente, a ligacdo pode ser ainda inibida
impedindo estericamente a ligacdo do ligando a lectina de
tipo C. Para isto ndo é absolutamente necessdrio que a
prépria molécula interferente se ligue ao sitio de
associacdo do hidrato de carbono e da lectina de tipo C. A
ligacdo pode também sofrer interferéncia por impedimento
estérico bem sucedido, ligando a molécula interferente na

vizinhanca do sitio de associacéo.

0O ligando pode ser qgualquer tipo de estrutura capaz de se
ligar a referida lectina de tipo C. Em geral, isto
compreenderd uma molécula proteica ou um hidrato de
carbono. O ligando pode ser um anticorpo. E preferido, mas
ndo é rigorosamente necessdrio, que o ligando compreenda
glicanos manosilados tais como componentes da parede
celular da Micobactéria ManLAM, ou um derivado de manose,
lipofosfoglicano tal como derivado de Leishmania, ou um
glicoconjugado que compreende um residuo de fucose tal como
SEA ou CD66 ou um derivado ou multimero do mesmo. O ligando
pode ter em vez de, ou além de, um glicoconjugado que
compreende uma fucose ou um derivado ou multimero da mesma,
glicoconjugados diferentes capazes de se ligarem a mesma a

lectina de tipo C.

O ligando compreende preferencialmente um antigénio. Como
mencionado acima, 0 ligando pode compreender um
glicoconjugado que compreende um residuo de fucose. O
antigénio compreende, ou nédo, o referido glicoconjugado.
Num ligando preferido o antigénio compreende o referido

glicoconjugado. O ligando compreende preferencialmente um



antigénio (tumoral), um agente patogénico e/ou um recetor
associado a célula. Um antigénio ¢é agqui utilizado para
incluir péptidos ou glicolipidos e seus derivados capazes
de serem apresentados no contexto de MHC de classe I ou
classe II, ou CDlb. Pelo menos algumas lectinas de tipo C,
e particularmente agquelas expressas nas células dendriticas
estdo envolvidas no processo de captacdo do antigénio e
apresentacdo do mesmo pelas células apresentadoras de
antigénios. Um passo inicial neste processo é a captura do
antigénio por essas lectinas. E possivel interferir, pelo
menos em parte, com este passo inicial no processo de
apresentacdo de antigénio. Considerando a importéncia da
apresentacdo do antigénio na iniciacdo e manutencdo de
respostas imunoldgicas especificas contra antigénios, é
evidente gque o método pode ser utilizado favoravelmente
para diminuir, pelo menos em parte, a poténcia de uma

resposta imunoldgica contra o referido antigénio.

0O ligando pode compreender um agente patogénico ou uma
parte de ligacdo a lectina de tipo C do mesmo. Verificou-se
que muitos agentes patogénicos diferentes compreendem
hidratos de carbono capazes de se ligarem a lectinas de
tipo C. Em particular, verificou-se gue o0s agentes
patogénicos ou partes dos mesmos podem ligar-se @ as
referidas lectinas de tipo C através de um glicoconjugado
contendo manose tal como um glicoconjugado gque compreende
uma fucose ou derivado ou multimero da mesma. Esta ligacédo
facilita, pelo menos em parte, a infecdo de um individuo
pelo referido agente patogénico. A interferéncia com a
ligacdo do agente patogénico ou parte do mesmo a lectina de
tipo C pode assim ajudar, pelo menos em parte, um individuo
a combater uma infecdo pelo agente patogénico e, em certos
casos, até mesmo a prevenir o estabelecimento de sintomas

clinicamente wvisiveis da mesma. A Ultima ¢é Util em

estratégias de vacinacdo (passiva ou ativa). O agente



10

patogénico pode ser um virus, um fungo, uma (mico)bactéria
e/ou um parasita. O agente patogénico pode compreender um
glicoconjugado que compreende pelo menos dois residuos de
manose em ligacdo ol,2 ou um glicoconjugado que compreende
um residuo de fucose ou um glicoconjugado gque compreende
pelo menos uma extremidade que apresenta N-
acetilglucosamina ou um derivado ou multimero da mesma. Os
exemplos de agentes patogénicos sdo o) virus da
imunodeficiéncia humana, uma helicobacter, uma neisseria
meningitidis, uma leishmania, uma schistosoma, uma
Klebsiella, um lactobacilo probidético, virus da hepatite C,
um virus herpes simplex ou um virus ébola. A inibicdo da
ligacdo dos agentes patogénicos especificamente mencionados
pode ser conseguida utilizando um glicoconjugado que
compreende um residuo de fucose ou um derivado ou multimero
do mesmo. A inibicdo da ligacdo & conseguida utilizando um
molécula de ligacdo a ligando (agente patogénico ou parte
do mesmo) capaz de se ligar especificamente a parte de
ligagcdo a lectina de tipo C do ligando. Isto ¢é
preferencialmente feito com uma molécula proteica tal como
um  anticorpo especifico para hidratos de carbono,
preferencialmente especifica para um hidrato de carbono de
manose tal como um glicoconjugado que compreende um residuo
de fucose ou um derivado ou multimero do mesmo. A parte
experimental descreve exemplos de tais anticorpos. A
molécula de ligacdo a ligando pode ser também uma lectina
de tipo C, preferencialmente um derivado soltivel da mesma,
compreendendo especificidade para um hidrato de carbono
manose tal como um glicoconjugado que compreende uma fucose
ou um derivado ou multimero da mesma. Um exemplo de uma
lectina de tipo C soltvel ¢ uma DC-SIGN-Fc soluvel como
mencionada acima. Deste modo, a infecdo de um individuo
pelos referidos agentes patogénicos pode ser, pelo menos em
parte, ©prevenida ou tratada administrando ao referido

individuo um hidrato de carbono manose, tal como um
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glicoconjugado que compreende um residuo de fucose, um
derivado ou multimero do mesmo. De igual modo, uma molécula
de ligacdo a ligando ¢ administrada ao referido individuo.
Esta pode ser também utilizada para inibir, pelo menos em
parte, a ligacdo do agente patogénico a uma célula que
expressa lectinas de tipo C, inibindo desse modo, pelo
menos em parte, a contaminacdo ou disseminacdo do agente
patogénico no corpo de um doente, inibindo ainda a
maturacdo de DC e a adesdo celular, como é também descrito

abaixo.

As lectinas de tipo C n&do sé reconhecem perfis de hidratos
de carbono em agentes patogénicos mas também interagem com
auto-glicoproteinas para mediar processos celulares tais
como diferenciacdo e migracdo. Por conseguinte, um método
pode ser também utilizado para interferir com a interacéo
com uma ou mais auto-glicoproteinas e ser, desse modo,
utilizado para inibir, pelo menos em parte, 0S Processos
celulares em que estdo envolvidas as mencionadas lectinas
de tipo C. Isto pode ser feito proporcionando as estruturas
de hidratos de carbono como aqui descritas (isto &,
glicoconjugado contendo manose, tal como um glicoconjugado
que compreende um residuo de fucose ou derivado ou
multimero da mesma). Preferencialmente, isto é conseguido
utilizando uma molécula de ligacdo a ligando. Assim, o
método ¢é utilizado para inibir, pelo menos em parte, a
ligacdo da referida lectina de tipo C a wuma auto-
glicoproteina preferencialmente um vrecetor presente na
membrana externa de uma célula. Preferencialmente o
referido recetor compreende ICAM-2, ICAM-3, CDllb, CD166 ou
CD66 ou uma parte funcional, derivado e/ou anédlogo do
mesmo. Os CD166 e CD66 estdo presentes num subconjunto de
células NK e granuldcitos. Dentro do subconjunto de
variantes de CD66, o recetor compreende preferencialmente

CD6ba e/ou CD66e. Assim, a interacdo destas células com uma
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célula gue compreende uma lectina de tipo C mencionado pode
ser, pelo menos em parte, inibida utilizando um parceiro de
ligacdo especifico para uma lectina de tipo C mencionada
acima. Assim, a 1interacdo de preferencialmente células
dendriticas e o referido subconjunto de células NK e
granuldécitos pode ser sujeita a interferéncia. Através
desta interacéo é possivel modificar uma resposta
imunoldégica. Por exemplo, inibindo, pelo menos em parte, a
ligacdo de um granuldécito a uma célula dendritica, através
do fornecimento de lectina de tipo C, & possivel inibir,
pelo menos em parte, a montagem de um resposta imunoldgica
eficaz contra antigénios realizada pelos granuldbdcitos. Por
outro lado, € possivel aumentar ou induzir uma resposta
imunoldgica especifica contra 0 antigénio eficaz
proporcionando a célula apresentadora de antigénios com um
ligando que compreende o referido antigénio e um
glicoconjugado que compreende pelo menos dois residuos de
manose, um residuo de fucose e/ou uma extremidade que
apresenta N-acetilglucosamina. Preferencialmente, a
referida lectina de tipo C compreende DC-SIGN. Como
parceiro de ligacdo especifico da referida lectina de tipo
C pode ser vantajosamente utilizado um glicoconjugado
contendo manose, tal como um glicoconjugado que compreende

um residuo de fucose ou um derivado ou multimero do mesmo.

A invencéo refere-se assim a utilizacédo de um
glicoconjugado gque compreende um antigénio tumoral e um
antigénio Lewis X ndo sialilado capaz de se ligar a DC-SIGN
numa célula apresentadora de antigénios para a preparacao
de uma composicdo para estimular uma resposta imunoldgica
contra o antigénio tumoral num individuo. Numa forma de
realizacdo preferida, o antigénio tumoral é um péptido ou
glicolipido capaz de ser apresentado no contexto de MHC de

classe I ou classe II ou Cl b.
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Por outras palavras, a invencdo refere-se a uma composicéo
para ser utilizada na estimulacdo de uma resposta
imunoldégica contra um antigénio tumoral num individuo, em
que a referida composicdo compreende um glicoconjugado do
antigénio tumoral e um antigénio Lewis X ndo sialilado
capaz de se ligar a DC-SIGN numa célula apresentadora de
antigénios. Numa forma de realizacdo preferida, o antigénio
tumoral ¢é um péptido ou glicolipido capaz de ser
apresentado no contexto de MHC de classe I ou classe II ou

Clb.

A WO 97/27872 descreve que um antigénio que compreende o
antigénio Lewis X tem um efeito estimulador sobre a
resposta imunoldégica de ratos infetados com S. mansoni. A
WO 97/27872 refere-se a um método para modular uma resposta
imunoldégica. O método compreende colocar em contacto uma
célula imunitdria com uma forma estimuladora ou inibidora
de um antigénio de Lewis. O efeito desta colocacdo em
contacto ¢é que a célula dimunitédria ©produz moléculas
imunoestimulantes que melhoram uma resposta imunoldgica. A
WO 97/27872 detalha a estimulacdo da producdo de IL-10 por
esplendcitos em ratos infetados por S. mansoni. Mais em
particular, a W097/27872 descreve conjugados entre LNFP-TITIT
(compreendendo Lewis X) e albumina de soro humano (HSA).
Estes conjugados foram testados quanto a sua aptiddo para
estimular PBMCs de humanos que sofrem de cancro do pulmio e
cblon. Deste modo, D5 ensina que o antigénio Lewis X é para

ser conjugado com HSA, a qual ndo ¢ um antigénio tumoral.

A interacédo celular de DC com granuldécitos ou células NK é
essencial na resposta imunoldgica inata. Em particular, os
granulécitos estdo envolvidos no inicio da ingestédo de
agentes patogénicos e podem atrair e estimular as DC para
participar no reconhecimento do agente patogénico e

apresentacdo as células T. Em contrapartida, as células NK
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sdo bem conhecidas por estarem envolvidas na morte de
células infetadas. As células NK podem matar ou ativar as
DC que permitem a lise das DC capturadas pelo agente
patogénico ou a maturacdo das DC capturadas pelo agente
patogénico para melhorar a estimulacdo de células T e a
resposta imunoldgica. A interacdo celular dos granuldcitos
e células NK com as DC é para melhorar a imunidade contra
0s agentes patogénicos ou eliminar DC infetadas pelo agente

patogénico.

Esta descricdo também proporciona um método para inibir,
pelo menos em parte, a maturacdo ou ativacdo de uma célula
apresentadora de antigénios compreendendo proporcionar a
referida célula apresentadora de antigénios com um
glicoconjugado de ligacdo de DC-SIGN que compreende, um
residuo de fucose. Utilizando esta técnica é possivel, por
exemplo, diminuir uma resposta imunolégica. E ainda
possivel induzir tolerdncia a antigénios através deste
método, por exemplo pode proporcionar-se o antigénio em
conjunto com © glicoconjugado. No caso da célula
apresentadora de antigénio ser ativada através de uma via
do recetor de tipo Toll, o equilibrio entre o nivel de
ativacdo/inibicdo determina a maturacdo ou ativacdo da
célula apresentadora de antigénios. Quando a via de TLR é
fortemente ativada ao mesmo tempo que a via da lectina de
tipo C ndo é, o equilibrio é deslocado para a ativacdo da
célula apresentadora de antigénios enquanto na situacéo
inversa o equilibrio ¢ deslocado para a tolerizacdo e

inibicdo da maturacdo ou ativacéo.

O wvirus da imunodeficiéncia humana liga-se a DC-SIGN
através de um glicoconjugado possuindo pelo menos dois
residuos de manose. A helicobacter e, em particular, a
helicobacter pylori liga-se a DC-SIGN através de um

glicoconjugado possuindo um antigénio de Lewis®. A
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Neisseria meningitidis liga-se a DC-SIGN através de um
glicoconjugado possuindo um residuo de N-acetilglucosamina.
A Leishmania mexicana liga-se a DC-SIGN através de um
glicoconjugado possuindo pelo menos dois residuos de
manose. A Schistosoma mansoni liga-se a DC-SIGN através de
um glicoconjugado possuindo um antigénio de Lewis. A
Klebsiella pneumonea liga-se a DC-SIGN através de um
glicoconjugado possuindo pelo menos dois residuos de
manose. O virus da hepatite C liga-se a DC-SIGN através de
um glicoconjugado possuindo pelo menos dois residuos de
manose. O virus herpes simplex liga-se a DC-SIGN através de
um glicoconjugado possuindo pelo menos dois residuos de
manose. O virus ébola liga-se a DC-SIGN através de um
glicoconjugado possuindo pelo menos dois residuos de

manose.

Assim, para alterar a resposta imunoldgica num corpo contra
0s agentes patogénicos mencionados, uma molécula de ligacéo
inibe preferencialmente, pelo menos em parte, a ligacdo dos

respetivos glicoconjugados a lectina de tipo C.

As DC imaturas sdo altamente eficazes na captura e
processamento de antigénio, enquanto as DC maduras sé&o
especializadas na ativacdo das células T naif necessérias
para as respostas imunoldgicas celulares. As DC imaturas
amadurecem em resposta a sinais de 'perigo' especificos
tais como componentes bacterianos (LPS) ou citocinas
inflamatérias (TNFa, PGE2) . Verificou-se que um
glicoconjugado que compreende uma manose, um residuo de
fucose ou um derivado, uma combinacdo ou multimero do
mesmo, ndo induz a maturacdo das DC. Em contraste com o LPS
que desencadeia o TLR4, ndo foi observada expresséo
regulada positivamente dos marcadores de ativacdo CD8O,

CD83, CD86 ou HLA-DR. No entanto, quando foi estudada a
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maturacdo de células dendriticas imaturas na situacdo em
que as células sdo também ativadas através de uma via do
recetor de tipo Toll, foi observada uma forte inibicdo da
maturacado induzida pelo recetor de tipo Toll,
particularmente gquando as células dendriticas foram
expostas ao ManLAM. Assim, uma tal inibicdo diminui a
resposta das células dendriticas estimuladas pela via do
recetor de tipo Toll e, desse modo, a capacidade de um
individuo para lidar com agentes patogénicos que Sé&o
combatidos através da ativacdo da via do recetor de tipo
Toll. Em particular, esta reducdo da ativacdo de DC pode
ser, pelo menos em parte, prevenida inibindo, pelo menos em
parte, a ligacdo de um glicoconjugado que compreende pelo
menos dois residuos de manose em ligacdo ol,2, mas também
analogamente fazendo atuar glicoconjugados para lectinas de
tipo C sobre as células dendriticas imaturas. Assim, esta
descricdo proporciona um método para determinar se um
composto é capaz de modular um estado de ativacdo de uma
célula dendritica compreendendo proporcionar a referida
célula dendritica com um composto capaz de se ligar
especificamente a uma lectina de tipo C e determinar se &
modulada uma via de sinalizacdo do recetor de tipo Toll na
referida célula dendritica. E ainda proporcionado um método
para modular a atividade de uma via de sinalizacdo do
recetor de tipo Toll numa célula, em que a referida célula
compreende um recetor de tipo Toll e uma lectina de tipo C,
em que o referido método compreende pdbr em contacto a
referida célula com uma molécula de ligacdo de lectinas de
tipo C 1isolada e/ou recombinante. Preferencialmente, a
referida molécula de 1ligacdo de tipo C compreende um
glicoconjugado que compreende uma manose, um residuo de
fucose ou um derivado, uma combinacdo ou multimero do
mesmo. A  atividade ©pode ser modulada positivamente
prevenindo, pelo menos em parte, a estimulacdo simultanea

da lectina de tipo C com um glicoconjugado gque compreende
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pelo menos dois residuos de manose em ligacdo ol,2 ou
composto que atua de forma anadloga. A atividade é modulada
negativamente proporcionando simultaneamente o referido
glicoconjugado que compreende pelo menos dois residuos de
manose em ligacdo «ol,2 ou composto que atua de forma
anadloga. Os compostos que atuam de forma anadloga
compreendem a mesma capacidade de interferéncia na
sinalizacdo pelo recetor de tipo Toll que o ManLAM em tipo,
ndo necessariamente em quantidade. Um composto que atua de
forma anédloga preferido compreende um glicoconjugado dque
compreende um residuo de fucose ou um derivado ou multimero
do mesmo. Um outro nivel de controlo é possivel utilizando
compostos de ligacdo de lectinas de tipo C que interferem,
pelo menos em parte, com a capacidade de ligacdo de um
glicoconjugado que compreende pelo menos dois residuos de
manose em ligacdo ol,2 ou um composto que atua de forma
andloga. Desta maneira, a atividade da via do recetor de
tipo Toll pode ser modulada positivamente (na presenca do
ligando do recetor de tipo Toll apropriado) mesmo na
presenca de um glicoconjugado que compreende pelo menos
dois residuos de manose em ligacdo ol,2 ou composto que
atua de forma andloga. A Ultima caracteristica é importante
nos casos em qgue O sistema imunitadrio tem problemas em
combater uma infecdo através da via do recetor de tipo
Toll, em particular quando a referida infecdo é acompanhada
da secrecdo de um glicoconjugado gque compreende pelo menos
dois residuos de manose em ligacdo ol,2 ou compostos que
atuam de forma andloga, tal como as micobactérias e, em
particular, M. tuberculosis e M. Bovis. Assim, esta
divulgacdo proporciona ainda um método para estimular a
maturacdo de uma célula dendritica que é posta em contacto
com um ligando do recetor de tipo Toll e um glicoconjugado
que compreende pelo menos dois residuos de manose em
ligacdo ol,2 ou composto que atua de forma andloga, em que

o referido método compreende proporcionar a referida célula
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dendritica com uma molécula de ligacdo de lectinas de tipo
C capaz de bloquear a ligacdo do referido glicoconjugado a
referida lectina de tipo C. As moléculas de 1ligacdo de
lectinas de tipo C capazes de inibir, pelo menos em parte,
a ligacdo de um glicoconjugado gque compreende pelo menos
dois residuos de manose em ligacdo ol,2 ou compostos que
atuam de forma andloga sdo, por exemplo, o0s anticorpos de
ligacdo de lectinas de tipo C ou uma parte, derivado e/ou
anadalogo funcional dos mesmos, com uma especificidade de
ligacdo gque bloqueia ou abrange o sitio de 1ligacdo de
ManLAM na referida lectina de tipo C. De um modo preferido,
a referida lectina de tipo C compreende DC-SIGN. O referido
anticorpo pode ser um anticorpo especifico contra DC-SIGN.
Um exemplo adequado de um tal anticorpo é AZN-D1, AZN-D2 ou
AZN-D3 ou um andlogo humano ou humanizado compreendendo a
mesma especificidade de ligacéo em tipo, nao
necessariamente em quantidade. Esta divulgacdo também
proporciona um método para estimular a maturacdo de uma
célula dendritica que é posta em contacto com um ligando do
recetor de tipo Toll e um glicoconjugado gque compreende
pelo menos dois residuos de manose em ligagdo ol,2 ou
composto que atua de forma andloga, em gque o referido
método compreende proporcionar a referida célula dendritica
com uma molécula de ligacdo a ligando que impede, desse
modo, prelo menos em parte, a ligacdo do referido
glicoconjugado que compreende pelo menos dois residuos de
manose em ligacdo ol,2, ou composto que atua de forma

andloga, a célula dendritica.

E também aqui proporcionada a utilizacéo de um
glicoconjugado que compreende um residuo de fucose ou um
derivado ou multimero do mesmo, uma molécula de ligacédo a
ligando e/ou uma molécula de ligacdo de lectinas de tipo C
para a preparacdo de um medicamento. Tais medicamentos

podem ser utilizados para o tratamento de uma doenca
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associada ao sistema imunitdrio ou o tratamento de uma
doenca adquirida. Preferencialmente, a referida doenca
adquirida compreende uma infecéo pelo virus da
imunodeficiéncia humana, uma Helicobacter, uma neisseria
Meningitidis, uma leishmania, uma schistosoma, uma
Klebsiella, um lactobacilo probidético, virus da hepatite C,

um virus herpes simplex ou um virus ébola.

Considerando o papel natural das lectinas de tipo C nas
células apresentadoras de antigénios, estéd dentro do ambito
da presente divulgacdo estimular as respostas imunoldgicas
num individuo proporcionando o antigénio através de um
recetor de lectinas de tipo C na célula apresentadora de
antigénios. Evidentemente, isto pode ser conseguido quando
o antigénio compreende um glicoconjugado gque compreende um
residuo de fucose ou derivado ou multimero do mesmo. Neste
método ¢é preferido que a ativacdo simulténea da via de
sinalizacdo do recetor de tipo Toll seja, pelo menos em
parte, impedida. Assim, ¢é proporcionado um glicoconjugado
que compreende um antigénio e um glicoconjugado que
compreende um residuo de fucose ou um derivado ou multimero
do mesmo para ser utilizado na preparacdo de uma vacina. A
vacina pode ser profildtica ou curativa. O antigénio pode
ser derivado de gualquer fonte desde que seja capaz de ser
apresentado através do complexo principal de
histocompatibilidade I, complexo II ou Clb. Numa forma de
realizacdo preferida, o referido antigénio compreende um
antigénio tumoral. A presenca dos hidratos de carbono
mencionados nas células tumorais facilita a capture do
antigénio pelas DC para melhorar a apresentacdo do
antigénio e, como consequéncia, a ativacdo imunitéria. Por
outro lado, a resposta 1imunoldégica contra um antigénio
tumoral que carece dos hidratos de carbono mencionados pode
ser significativamente estimulada proporcionando o

antigénio com um ou mais dos hidratos de carbono
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mencionados estimulando assim a captacdo pelas DC e, desse
modo, a resposta 1imunoldgica contra o antigénio. Este

aspeto € Util na preparacdo de vacinas.

Foi demonstrado que a DC-SIGN tem uma especificidade de
hidratos de carbono para hidratos de carbono que contém
manose, antigénios de Lewis e estruturas que contém GlcNAc
(Figura 33, 34, 63-66) . Nos demonstramos que a
especificidade de hidratos de carbono da L-SIGN ¢&
diferente, uma vez gque ndo reconhece estruturas de hidratos
de carbono de antigénios de Lewis enquanto reconhece
estruturas com teores elevados de manose (Figura 33 e 34).
O homélogo murideo mSIGNR1 reconhece de forma semelhante a
DC-SIGN antigénios com teores elevados de manose e de
Lewis, mas tem também especificidade para antigénios de
Lewis sialilados em contraste com DC-SIGN e L-SIGN (Figura
33 e 34).

DC-SIGN ¢é uma lectina de tipo C em particular altamente
expressa em Células dendriticas. A sua funcdo consiste em
reconhecer o antigénio e em processid-lo e apresentéd-1lo

muito eficientemente em moléculas de classe I e II do MHC.

Julga-se desde hé& longa data que a DC-SIGN é um recetor de
reconhecimento de agentes patogénicos que reconhece o0s
agentes patogénicos para ativar o sistema imunitdrio, mas
como parece agora, a longa lista de agentes patogénicos que
visam a DC-SIGN persistem todos e escapam a imunidade
através de diferentes mecanismos. Ndbés temos agora quatro
exemplos de agentes patogénicos que visam a DC-SIGN para

sobreviver no hospedeiro.

1. O HIV-1 e o HCV visam a DC-SIGN para 'se esconder'
dentro das DC e escapar ao encaminhamento intracelular para

o compartimento lisossdédmico.
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2. A secrecdo de ManLam por micobactérias wvisa a DC-SIGN
para 1induzir a modulacdo negativa da maturacdo das DC
induzida pelos TLR, e inducdo de IL-10.

3. 0O agente patogénico gastrico humano Helicobacter pylori
persiste: variantes da fase de lipopolissacdrido modulam o
equilibrio Thl/Th2 através da interacdo com a lectina DC-
SIGN da célula dendritica.

4. Os lactobacilos visam a DC-SIGN nas DC e induzem células
T reguladoras, a inibicdo do reconhecimento de lactobacilos

pela DC-SIGN reduz o estado regulador das células T.

A DC-SIGN é assim um recetor que 'normalmente' reconhece o
auto-antigénio a tolerar (Annual Review Immunology, 2004).
Noés demonstrédmos aqui gque, na realidade, o direcionamento
dos lactobacilos para a DC-SIGN pode induzir células T
reguladoras. Além disso, parece que a DC-SIGN pode
reconhecer também o antigénio tumoral CEA (CDbobe) em
particular Lewis X e Y. Estes antigénios tumorais podem ser
segregados e suprimem a ativacdo das DC de uma maneira
semelhante a ManLam das micobactérias da tuberculose. A
interacdo das DC com granuldcitos é elucidada pelo facto de
a DC-3SIGN reconhecer os CD66a e CDllb nos granuldcitos. Em
particular, ¢é reconhecido o antigénio Lewis X nestas
moléculas. Dessa maneira, a DC-SIGN atua como um recetor de
adesdo celular gue medeia as interacdes celulares de
granulédcitos com as DC. Esta funcdo adesiva celular entre
granuldécitos e células dendriticas nunca foi descrita mas é
provavel que a interacgdo granuldcitos-DC seja essencial
para estabelecer uma ponte entre a resposta imunoldgica
inata e a resposta imunoldégica adaptativa de tal forma que
o granuldbécito passa o0s agentes infecciosos para a montagem
pelas DC de uma resposta imunoldgica adequada. Em
particular, o granuldécito ativa e amadurece as DC,
induzindo a regulacdo positiva de citocinas e moléculas co-

estimuladoras que s&o necessarias para a migracdo das DC e
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iniciacdo da resposta imunoldgica adaptativa. A interacéo
das DC com os granuldécitos é também observada in vivo no
caso da doenca de Crohns. Um novo agente patogénico gue
interage com a DC-SIGN nas DC é a Neisseria Meningitidis.
As variantes de estirpe demonstram que, em particular, um
mutante de estirpe IgtB interage que contém um residuo
GlcNAc na posicdo final. Outras experiéncias (Figura 66)

demonstram que a DC-SIGN também reconhece a GlcNac.

Esta divulgacdo também proporciona a utilizacdo de uma
molécula de ligacdo a ligando e/ou uma molécula de ligacdo
de lectinas de tipo C para a preparacdo de uma vacina. Uma
diminuicdo do sistema imunitdrio devido ao efeito de um
glicoconjugado que compreende pelo menos dois residuos de
manose em ligacdo ol,2 ou compostos que atuam de forma
andloga ¢ reduzida proporcionando um glicoconjugado ou
anticorpo capaz de inibir, pelo menos em parte, a ligacéo
de um glicoconjugado que compreende pelo menos dois
residuos de manose em ligacdo ol,2, ou composto que atua de
forma anédloga, ao seu vrecetor de lectinas de tipo C.
Preferencialmente, o anticorpo compreende SMLDN1.1,
SMFG4.1, ©6H3 ou SMLDNl.l. Assim, o antigénio presente na
referida wvacina ou proporcionado separadamente ¢é mais
eficaz na estimulacéo ou reforco de uma resposta
imunoldgica na presenca de um glicoconjugado que compreende
pelo menos dois residuos de manose em ligagdo «l,2 ou
composto que atua de forma andloga. Isto é particularmente
importante em doentes que sofrem de uma infecdo
micobacteriana, tal como, mas ndo se limitando a, M.
tuberculosis ou M. bovis. Preferencialmente, a referida
vacina é utilizada para estimular uma resposta imunoldgica
especifica contra o antigénio no referido individuo. Numa
forma de realizacdo preferida, o medicamento ou wvacina é
utilizado para o tratamento de um individuo que sofre de um

cancro.
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Como aqui wutilizado o termo "anticorpo" refere-se a
anticorpos derivados de humanos ou outros animais. O
anticorpo ¢é preferencialmente produzido fora do corpo. O
anticorpo pode ser também gerado ou selecionado utilizando
sistemas artificiais tais como a selecdo por apresentacéo
em fagos. Por conseguinte, um anticorpo gque ndo tem um
homélogo natural estd também abrangido pelo termo.
Anticorpos como aqui utilizados incluem também os seus
fragmentos capazes de se ligarem ao mesmo alvo, tais como
os fragmentos FAB ou até mesmo partes mais pegquenas. A
parte de ligacdo ao antigénio de um anticorpo pode ser
também enxertada noutro tipo de molécula para dotar essa
molécula com uma especificidade de ligacdo. A modificacédo
do anticorpo para incluir vers®es humanas ou humanizadas do
mesmo com a mesma especificidade de ligacdo em tipo, né&o
necessariamente em quantidade, ¢é, evidentemente, também
possivel. Estdo também incluidos fragmentos de cadeia

simples e variantes dos mesmos.

Como aqui utilizado, o termo molécula proteica refere-se a
um péptido, um polipéptido, proteina e semelhantes com ou
sem modificacdes. Tais modificacdes podem ser sintéticas
e/ou proporcionadas por um sistema bioldgico. Incluindo o
ultimo, por exemplo, a modificacdo pds-traducdo tal como a

glicosilacéo.

Nos casos em gque a invencdo é descrita para ser utilizada
em humanos, a invencdo é também funcional noutros animais,
por exemplo animais de exploracdo pecudria e animais de
estimacdo. Portanto, estas utilizacdes médicas e em vacinas

fazem também parte da invencgéo.



24

Breve descricdo dos desenhos

Figura 1. Le® - neoglicoconjugados que se ligam com alta
afinidade a DC-SIGN. a. Diagrama esquemadtico das estruturas
covalentes das cadeias de glicano de glicoconjugados
sintéticos utilizados no ensaio de ligacdo de DC-SIGN. b e
c. 0s glicoconjugados foram revestidos e a ligacdo de DC-
SIGN-Fc recombinante foi medida apds incubacdo com Fc de
cabra anti-humano marcado com peroxidase. O anticorpo
monoclonal anti-DC-SIGN AZN-D1 foi utilizado para blogquear
a ligacdo. c. A titulacdo dos glicoconjugados revelou que a
DC-SIGN se liga com alta afinidade aos glicoconjugados de
Le*, LeY, Le?, Le” ou LDNF, e alfa 1,3, alfa 1,6 manotriose,
sulfo-Lea, enquanto tem uma menor afinidade de ligacdo para

a alfa-manose, e alfa-L-fucose, e sialil-Le*.

Figura 2. A DC-SIGN celular apresenta uma especificidade de
ligacdo semelhante a DC-SIGN-Fc soluvel. A ligacdo de
transfetantes K562 que expressam DC-SIGN e DC derivados de
mondécitos imaturos com esférulas fluorescentes revestidas
com glicoconjugado foi medida através de anédlise por
varrimento FAC. A ligacdo foi inibida pelo anticorpo
monoclonal anti-DC-SIGN, AZN-D2. E mostrada uma experiéncia
representativa de trés. O DP é inferior a 2 %. Embutido:
Fotografia de esférulas fluorescentes acopladas a Le* que

se ligam a DC que expressam DC-SIGN.

Figura 3. DC-SIGN liga quatro novos agentes patogénicos

a. Agentes patogénicos que consistem de Helicobacter pylori
e Schistosoma mansoni ricas em Le*, e lipoarabinanomanano
revestido com manose (manLAM) de Mycobacterium tuberculosis
e lipofosfoglicano revestido com manose de Leishmania
mexicana, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus foram
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revestidos e a ligacdo de DC-SIGN-Fc recombinante foi
medida com Fc de cabra anti-humano marcado com peroxidase.

b. A DC-SIGN pode ligar o LPS de Klebsiella Lenl gue contém
extremidade de manose, mas ndo liga o LPS de Klebsiella Len
111 gque carece de uma extremidade de manose indicando que
as estirpes gque contém os hidratos de carbono de ligacdo a
DC-SIGN interagem com a DC-SIGN em Células dendriticas ou

transfetantes de DC-SIGN.

Figura 4. As DC interagem fortemente com o LPS de H. pylori
através da DC-SIGN. O LPS biotinilado (estirpes 11637 e
M1019) foi revestido sobre esférulas de estreptavidina e a
adesdo as DC foi determinada com o ensaio de adesdo de
esférulas fluorescentes. A egpecificidade foi determinada
utilizando anticorpos contra DC-SIGN e o recetor de manose.
Além do mais, a adesdo foi determinada na presenca de

manano e EGTA.

Figura 5. A DC-SIGN internaliza rapidamente os glicanos Le*
para os compartimentos lisossdédmicos. Le*-PAA biotinilados
sintéticos foram adicionados a células K562 que expressam
DC-SIGN ou DC derivadas de mondcitos imaturos para
incubacdo de 30 min a 37 °C. As células foram reveladas com
anti-CD107a (LAMP-1, verde) como um marcador lisossédmico e
avidina-Alexa 594 para localizacéo de Le* apds
permeabilizacdo das células. A colocalizacdo de LAMP-1 e

Le® resulta numa revelacdo amarela.

Figura 6. A DC-SIGN liga especificamente ManLAM, um

componente das paredes celulares de M. tuberculosis.

a) A DC-SIGN interage com varias estirpes de micobactérias.
A ligacdo de DC-SIGN-Fc a micobactérias (5x10° bactérias)
foi determinada por um ELISA especifico para Fc. A

egspecificidade foi determinada medindo a ligacdo na
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presenca de anticorpos bloqueadores especificos para DC-
SIGN (AZN-D1 ou AZN-D3) e manano. A EGTA foi utilizada para
determinar a dependéncia de célcio da ligacdo mediada por
DC-SIGN-Fc. A ligacdo de ICAM-3-Fc a micobactérias foi
também medida para excluir a ligacdo ndo especifica pelo
dominio Fc. Desvio padrdo < 0,02 0D450. F mostrada uma
experiéncia representativa de trés. A ligacéo de
Mycobacterium Smegmatis que carece da estrutura de ManLAM
ndo interage com DC-SIGN (dados ndo apresentados).

b) A estrutura esquemdtica de ManLAM. O lipoarabinomanano
(LAM) de M. tuberculosis consiste numa dncora de
glicosilfosfatidilo (GPI), um nucleo oligossacarido rico em
manose e um polimero arabinosideo ramificado que termina em
extremidades de manose (n=0-3). AralAM tem uma estrutura
semelhante mas ndo contém a extremidade de manose (ref).

c) O lipoarabinomanano manosilado ManLAM, em contraste com
o AralAM ndo manosilado, é especificamente ligado pela DC-
SIGN. O anticorpo anti-DC-SIGN AZN-D1 foi utilizado para
determinar a especificidade. O ensaio de ligacdo de DC-
SIGN-Fc foi realizado como descrito na Figura la. Desvio
padréo < 0,02 0D450. E mostrada uma experiéncia
representativa de trés.

d) DC-SIGN ndo interage com AralLLAM. O ensaio de ligacdo de
DC-SIGN-Fc foi realizado como descrito na Figura la. E

mostrada uma experiéncia representativa de trés.

Figura 7. A DC-SIGN celular liga-se fortemente a
micobactérias viadveis e ao componente micobacteriano ManLAM

através do seu sitio de ligacdo primério.

a) Transfetantes de K562-DC-SIGN expressam niveis altos de
DC-SIGN mas carecem da expressdo dos outros recetores de
ManLAM descritos MR, CDllb e CDllc. Os transfetantes foram

gerados como anteriormente descrito?. Os histogramas vazios
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representam os controlos de isotipo, e o0s histogramas a
cheio indicam o revelacdo do anticorpo especifico.

b) DC-SIGN, expressa pelos transfetantes de Kb62, liga-se
fortemente ao BCG de M. bovis intacto e ao componente
micobacteriano ManLAM mas ndo ao AralAM. A adesdo de
células aos glicanos LAM foi determinada wutilizando o
ensaio de adesdo de esférulas fluorescentes. A ligacdo a
micobactérias vidveis foi determinada medindo a ligacdo de
transfetantes de K562 a micobactérias conjugadas com FITC
(MOI 20) wutilizando citometria de fluxo. A especificidade
foi determinada medindo a ligacdo na presenca de anticorpos
bloqueadores contra DC-SIGN. O desvio padrdo para o ensaio
de adesdo de esférulas fluorescentes e o ensaio de ligacéo
de micobactérias foi < 5% e <2%, respetivamente. E mostrada
uma experiéncia representativa de trés.

c) O residuo de aminoadcido Val3b5l ndo & essencial para a
interacdo de DC-SIGN com BCG de M. bovis e ManLAM,
semelhante ao gpl20 de HIV-1, enquanto é essencial para a
ligacdo de ICAM-3. A ligacdo ao mutante de DC-SIGN V351G
expresso pelas células K562 foi medida como se descreve na
Figura 2. A especificidade foi determinada medindo a
ligacdo na presenca de anticorpos bloqueadores contra DC-
SIGN, manano ou EGTA. Desvio padrdo <5% (ensaio de adesé&o
de esférulas fluorescentes) e <2% (ensaio de ligacdo de
micobactérias). E mostrada uma experiéncia representativa
de trés.

d)A ligacdo de DC-SIGN aos componentes diferenciais de
ManLAM. As neoglicoproteinas Ara-Man, Ara-Man2, Ara-Man3 ou
Ara6 foram revestidas sobre esférulas fluorescentes e
adicionadas a células que expressam DC-SIGN. A DC-SIGN liga
preferencialmente as Man2 e Man3 como se demonstra pela
ligacdo forte que pode ser Dblogqueada pela adicdo de

anticorpos anti-DC-SIGN (AZN-D1).
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Figura 8. A DC-SIGN é um recetor importante para ManLAM e

micobactérias em DC.

a) As DC imaturas expressam niveis altos de DC-SIGN e os
outros recetores de LAM descritos MR, CDllb e CDllc. Os
histogramas vazios representam controlo de isotipo e o0s
histogramas a <cheio indicam <revelacdo do anticorpo
especifico.

b) As DC imaturas ligam-se fortemente ao ManLAM wvia DC-
SIGN. A ligacdo foi determinada wutilizando o ensaio de
adesdo de esférulas fluorescentes. A especificidade foi
determinada medindo a ligacdo na presenca de manano, EGTA
ou anticorpos Dbloqueadores contra DC-SIGN (AZN-D2), MR
(Clone 19), CDllb (bear-1) ou CDllc (SHCL3). Desvio padréo
<5%. E mostrada uma experiéncia representativa de trés.

c) A DC-SIGN medeia a captura de BCG de M. bovis pelas DC
imaturas. A ligacdo foi determinada por citometria de fluxo
utilizando micobactérias conjugadas com FITC. A
especificidade foi determinada medindo a ligacdo na
presenca de anticorpos contra DC-SIGN (AZN-D1, AZN-D2 e
AZN-D3), MR (Clone 19), CDllb (bear-1) e CDllc (SHCL3). A
ligacdo foi também medida na presenca dos inibidores das
lectinas de tipo C manano e EGTA, enquanto um ligando de MR
conhecido, manose-BSA, foi wutilizado para determinar a
contribuicdo do recetor de MR. Desvio padrdo <2%. E
mostrada uma experiéncia representativa de trés.

d) A DC-SIGN medeia a captura e internalizacdo de BCG de M.
bovis pelas células K562. 0Os transfetantes de K562 foram
incubados com BCG de M. bovis conjugada com FITC (MOI 20).
As células foram lavadas e o FITC superficial foi
desativado por exposicdo a azul de tripano. A fagocitose
foi determinada comparando a marcacdo com FITC antes e apds
desativacdo utilizando citometria de fluxo. As Dbactérias

ligadas a superficie s&do representadas por barras vazias,
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as internalizadas por barras a cheio. Desvio padrdo <4%. E
mostrada uma experiéncia representativa de trés.

e) As DC imaturas fagocitam rapidamente as micobactérias
através da DC-SIGN. A internalizacdo foi determinada como
descrito na Figura 3b. As bactérias ligadas a superficie
sdo representadas por barras vazias, as internalizadas por
barras a cheio. Desvio padrdo <5%. E mostrada uma

experiéncia representativa de trés.

Figura 9. A DC-SIGN medeia a internalizacédo de

micobactérias capturadas e ManLAM.

a) A BCG de M. bovis e o ManLAM s&do internalizados pela DC-
SIGN em DC imaturas e direcionadas para os lisossomas. O
destino das micobactérias capturadas foi seguido analisando
as DC imaturas pulsadas com BCG de M. bovis conjugada com
FITC (MOI 20) durante 2 horas utilizando microscopia de
imunofluorescéncia (ampliacdo 200x). O ManLAM foi seguido
incubando as DC com ManLAM (10 mg/mL) durante 1 hora. DC-
SIGN, ManLAM e CD207a/Lamp-1 foram reveladas com AZN-DI1,
F30.5 e H4A3, respetivamente. E mostrada uma experiéncia
representativa de trés.

b) ManLAM induz a regulacdo negativa de DC-SIGN, mas né&do de
MR, CDllb e CDllc. As DC imaturas foram incubadas com 15
mg/mL de ManLAM ou AralAM durante 18 horas e, em seguida, a
expressdo de DC-3SIGN foi determinada por citometria de

fluxo. E mostrada uma experiéncia representativa de trés.

Figura 10. As micobactérias induzem a producdo de IL-10

pelas DC através do ManLAM e infecdo direta.

a) O ManLAM induz a producdo de IL-10 de DC maturadas com
LPS. As DC imaturas foram incubadas com 15 mg/mL de ManLAM
ou AralLAM na presenca de LPS (10 ng/mL). A especificidade

foi determinada na presenca de anticorpos bloqueadores
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contra DC-SIGN (AZN-D2; 20 upg/mL). Os sobrenadantes foram
colhidos apds 18 horas e a producdo de IL-10 foi medida por
ELISA. Os valores sdo as médias * desvios padrdo de
determinacdes em triplicado. E mostrada uma experiéncia
representativa de trés.

b) A infecdo por BCG de M. bovis de DC imaturas induz a
producdo de IL-10. As DC imaturas foram infetadas com BCG
de M. bovis (MOI 4) e a experiéncia foi realizada como
descrita na Figura b5a. Os valores sdo as médias + desvios
padrido de determinacdes em triplicado. E mostrada uma

experiéncia representativa de trés.

Figura 11. O ManLAM inibe a ativacdo de DC induzida por LPS
através da ligacdo de DC-SIGN.

a) O ManLAM ndo induz a ativacdo de DC imaturas. As DC
imaturas foram incubadas com ManLAM, AralAM ou LPS durante
18 horas, e a ativacdo foi determinada medindo a expressio
de CD80, <CD86, <CD83 e HLA-DR. As 1linhas pontilhadas
representam controlos de isotipo, as linhas finas indicam
niveis de expressdo de DC imaturas, e a linha espessa
representa DC imaturas que foram tratadas com LPS (10
ng/mL), ManLAM (15 pg/mL) ou AralLAM (15 pg/mL). E mostrada
uma experiéncia representativa de trés.

b) A ativacdo induzida por LPS de DC ¢ Dblogueada pelo
ManLAM. As DC imaturas foram co-cultivadas com LPS sozinho,
ou em conjunto com ManLAM ou AralAM durante 18 horas. As
linhas pontilhadas representam controlos de isotipo. As
linhas espessas, e o0s valores de fluorescéncia média nos
histogramas, representam o0s niveis de expressdo apds
tratamento com LPS sozinho, ou em associacdo com ManLAM ou
AralLAM. As linhas finas indicam a presenca de anticorpos
contra DC-SIGN ao longo da incubacdo. E mostrada uma

experiéncia representativa de trés.
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Figura 12. A BCG de M. bovis induz a maturacdo e o ManLAM
inibe a ativacdo de DC induzida através da ligacdo de DC-
SIGN.

a) A BCG de M. bovis induz a maturacdo de DC imaturas. As
DC imaturas foram incubadas com LPS ou BCG de M. bovis
viadvel (MOI 4, 20 e 100) durante 18 horas, e a ativacédo foi
determinada medindo a expressdo de CD80, CD86, CD83 e HLA-
DR. E representada a intensidade de fluorescéncia média. E
mostrada uma experiéncia representativa de trés.

b) A ativacdo de DC induzida pela BCG de M. bovis &
blogqueada pelo ManLAM. As DC imaturas foram infetadas com
BCG de M. bovis (MOI 4). As células foram pré-incubadas com
15 pg/mL de ManLAM ou AralAM e a expressdo dos marcadores
foi medida apdés 18 horas como descrito na Figura 7a. A
especificidade foi determinada pré-incubando células com
anticorpos blogqueadores contra DC-SIGN (AZN-D2; 20 ng/mL).

E mostrada uma experiéncia representativa de trés.

Figura 13. Estruturas de antigénios de hidratos de carbono
de SEA de S. mansoni, anticorpos monoclonais (Mabs) que os
reconhecen, e reatividade destes Mabs com  SEA. A
reatividade dos MAbs foi medida por ELISA, utilizando SEA
revestido a uma concentracdo de 1 pg/mL. Os anticorpos,
incubados a uma concentracdo de 1 ng/mL apresentaram todos

uma forte reacdo com o SEA.

Figura 14. Interacdo de SEA com DC humanas imaturas.

a) As DC humanas imaturas foram cultivadas a partir de
mondécitos na presenca de GM-CSEF e IL-4. As DC expressam
niveis préximos de altos de DC-SIGN, o MR, CD83, CD86, CD8O
e HLA-DR como determinado por andlise por varrimento de

FACS
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b) A DC-SIGN, expressada pelas DC imaturas, mostra uma
ligacdo ao SEA semelhante a do gpl20de HIV-1, um ligando
anteriormente definido de DC-SIGN. A adesdo a SEA e gpl20
de HIV-1 foi determinada utilizando o ensaio de adesdo de
esférulas fluorescentes. O manano € o MAb anti-DC-SIGN AZN-
D1 (20 pg/mL), mas ndo o MAb anti-MR clone 19, bloquearam a
adesdo de SEA as DC. E mostrada uma experiéncia
representativa de trés, utilizando anticorpos anti-LDN para
acoplar SEA as esférulas fluorescentes. Sdo obtidos
resultados semelhantes wutilizando anticorpos anti-LDN-DF

(ndo apresentados).

Figura 15. A ligacdo de DC-SIGN a SEA de S. mansoni.
A DC-SIGN liga-se de maneira t&do forte ao SEA quanto ao
gpl20 de HIV-1, como foi determinado por um ensaio baseado
em ELISA wutilizando DC-SIGN-Fc soluvel. 0Os SEA foram
revestidos a uma concentracdo de 5 pg/mL e a gpl20 de HIV-1
a uma concentracdo de 1 ug/mL. A especificidade foi
determinada medindo a ligacdo na presenca do anticorpo

blogqueador anti-DC-SIGN, AZN-D1 (20 pg/mL), ou EDTA (5 mM).

Figura 16. A DC-SIGN liga fortemente o SEA
A ligacdo de DC-SIGN-Fc soluvel a diferentes concentracdes

de SEA foi medida por um ELISA anti-IgG-Fc.

Figura 17. A DC-SIGN liga uma subfracdo de SEA
Os SEA foram separados por eletroforese em gel de SDS-PAGE

num gel de poliacrilamida a 12,5%.

a) gel de poliacrilamida com SEA (15 ng) revelado com prata
para detetar todas as proteinas

b) transferéncia de Western do gel de poliacrilamida apds
SDS-PAGE de SEA (2 ng), utilizando DC-SIGN-Fc soluvel para
detetar glicoproteinas de ligacdo de DC-SIGN.
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Figura 18. A DC-SIGN 1liga-se a SEA fucosilado e ao

trissacarido al,3-fucosilado Le*

a) Os SEA foram desfucosilados por tratamento com &acido
suave ou o3,4-fucosidase. A ligacdo de DC-SIGN-Fc soluvel
aos SEA desfucosilados (revestidos a 1 pg/mL) foi medida
por um ELISA anti-IgG-Fc. O grau de desfucosilacdo e a
integridade de glicanos nédo fucosilados apds os tratamentos
foi estabelecido utilizando diferentes MAbs anti-glicano, e
IgM de cabra anti-rato-peroxidase para detecéo.

b) Inibicdo competitiva da ligacdo de DC-SIGNFc soluvel ao
SEA e gpl20 de HIV pelos mAbs anti-glicanos em ELISA. Os
antigénios revestidos foram pré-incubados com mAbs anti-
glicano antes da adicdo de DC-SIGNFc. A ligacdo de DC-SIGN
Fc foi medida por wum ELISA anti-IgGFc. O0Os anticorpos
preferencialmente utilizados SMLDN1.1 ou SMFG4.1 (anti-Le*)
ou SMLDN1l.l (anti-LDNF) ou anti-DC-SIGN (AZN-D1, D2, AZN-
D3),

c) A DC-SIGN liga-se fortemente a neoglicoproteinas que tém
oligossacéridos al,3-fucosilados Le* e LDN-F mas fracamente
a neoglicoconjugados gue tém uma Unica fucose a-ligada ou
ao LDN-DF. As neoglicoproteinas foram revestidas a uma
concentracdo de 5 pg/mL. Ndo foi observada qualquer ligacédo
as neoglicoproteinas que tém Galbl, 4G1lcNAc ou

GalNAcbl,4GlcNAc (LDN) (ndo apresentado).

Figura 19. A ligacdo de SEA e Le* as DC-SIGN e L-SIGN

mutantes

a) Alinhamento da sequéncia de aminoédcidos de parte dos
CRDs de DC-SIGN (AAK20997) com aquela da lectina de tipo C
altamente homéloga L-SIGN (AAK20998). As posicdes das
mutacdes E324A, E347Q e V351G na DC-SIGN s&o indicadas por

uma seta.
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b) A ligacdo de esférulas revestidas com SEA e Le*-PAA aos
transfetantes de K562 que expressam a DC-SIGN de tipo
selvagem e os mutantes de DC-SIGN E324A, E347Q e V351G, foi
medido utilizando o ensaio de adesdo de esférulas
fluorescentes. Para detetar SEA, foram utilizadas esférulas
fluorescentes acopladas ao MAb LDN-DF. E mostrada uma
experiéncia representativa de duas.

c) SEA Dblogqueia a ligagcdo de DC-SIGN, expressa por DC
humanas imaturas, a ICAM-3 e gpl20 de HIV-1. Em contraste,
a RNAseB nédo blogqueia esta ligacdo. A adesdo de ICAM-3 e
gpl20 de HIV-1 as DC foi determinada utilizando o ensaio de
adesédo de esférulas fluorescentes. Os inibidores estavam
presentes a uma concentracdo de 20 pg/mL.

d) A DC-SIGN, expressa por transfetantes de K562, liga-se
fortemente aos SEA e gpl20 de HIV-1, engquanto a L-SIGN,
expressa por transfetantes de K562 apenas reconhece a gpl20
de HIV-1. A adesdo foi determinada utilizando o ensaio de
adesdo de esférulas fluorescentes. Para detetar o SEA,
foram wutilizadas esférulas fluorescentes revestidas com
anti-LDN e anti-LDN-DF com resultados semelhantes. E
mostrada uma experiéncia representativa de duas, utilizando
esférulas fluorescentes anti-LDN-DF.

e) Os transfetantes de K562 expressam eficientemente as DC-
SIGN, L-SIGN e os diferentes DC-SIGNs mutantes, como

determinado por anadlise por varrimento de FACS

Figura 20. 0Os granuldécitos interagem fortemente com
esférulas revestidas com DC-SIGN, parcialmente através de

ligandos contendo Le*.

A. Tanto a manose como 0g epitopos de Lewis-X sdo altamente
expressos em glicanos expressos por granuldcitos

B. A DC-SIGN liga-se fortemente aos granuldcitos recém-
isolados. 0Os granuldcitos recém-isolados sdo incubados com

esférulas fluorescentes revestidas com DC-SIGN-Fc. A adeséo
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é determinada pelo ensaio de adesé&o de esférulas
fluorescentes. A especificidade ¢ determinada medindo a
adesdo na presenca de manano, EGTA e anticorpos contra DC-

SIGN (AZN-D1,D2 ou D3), integrinas b2 (NKI-L19) e Le* (6H3)

Figura 21. A DC-SIGN-Fc tem um alta afinidade para
granuldécitos.

A interacdo de DC-SIGN com granuldcitos € ainda investigada
por titulacdo de DC-SIGN-Fc e determinacdo da ligacédo
medindo a DC-SIGN-Fc ligada utilizando anticorpos Fc de
cabra anti-humanos conjugados com FITC. A interacédo ¢é
bloqueada pelos anticorpos contra DC-SIGN (AZN-D1), e

manano e EGTA (A) e por anticorpos anti-Le* (3H3, B).

Figura 22. Uma proteina de 66 kDa (CD66) ¢é o ligando de
alta afinidade da DC-SIGN nos granuldécitos.

A. Os granuldcitos sdo marcados na superficie com biotina.
0 lisado celular ¢ incubado de um dia para o outro a 4 °C
com esférulas de Proteina A revestidas com DC-SIGN-Fc ou
anticorpos de controlo contra ICAM-2, ICAM-3 e LFA-1. As
esférulas sdo lavadas e o produto imunoprecipitado &
analisado sobre SDS-PAGE e visualizado por
autorradiografia. Em particular, ¢é imunoprecipitada uma
proteina com 66kD de tamanho. B. 0Os granuldcitos expressam
altamente os antigénios CD66acd e CD66d contendo Le*, ndo
expressam o ligando de DC-SIGN ICAM-2 e expressam o ICAM-3.
C. A imunoprecipitacdo de CDo6bacd demonstra forte atividade
de ligacdo para a DC-SIGNFc. MAbs anti-CDoobacd revestidos
sobre uma placa de ELISA foram incubados com um lisado de
granuldécitos. Depois de eliminar por lavagem proteinas néo
especificas, a DC-SIGNFc foi incubada para demonstrar
ligandos de alta afinidade. A DC-SIGNFc n&do reconhece o
ICAM-3 de granuldcitos demonstrando que nos granuldcitos

ndo ¢ o ICAM-3 mas é o CDobacd que é o ligando de alta
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afinidade para DC-SIGN. A ligacdo de CDoo6acd a DC-SIGNFc é

completamente inibida pela remocdo de catides por EDTA.

Figura 23. A DC-SIGN celular liga-se fortemente a proteina
especifica de granuldcitos, CDo66a.

Células 293T sédo transfetadas com pIG-CDé6ba-Fc, pIG-ICAM-3-
Fc e pIG (simulado). Os sobrenadantes sdo colhidos e as
esférulas sdo revestidos com as quimeras de Fc (CDé66ba-Fc,
ICAM-3-Fc e simulado). As DC 1imaturas e células K562
transfetadas com DC-SIGN s&o incubadas com esférulas e a
adesdo é determinada na presenca de anticorpos contra DC-

SIGN e integrinas 2, e manano e EGTA.

Figura 24. As células NK interagem especificamente com a
DC-SIGN-Fc.

A ligacdo de DC-SIGN-Fc a subconjuntos de 1linfdécitos de
sangue periférico (PBL) ¢é determinada por citometria de
fluxo na presenca de anticorpos contra DC-SIGN. Os
subconjuntos de PBL distinguem-se por revelacdo com CD3 e
CD56, e a adesdo é determinada por revelacdo tripla com DC-

SIGN-Fc.

Figura 25. As células NK interagem especificamente com DC-
SIGN-Fc de uma maneira dependente da concentracdo. A
ligacdo de DC-SIGN-Fc aos subconjuntos de linfdécitos de
sangue periférico (PBL) ¢é determinada por citometria de
fluxo na presenca de anticorpos contra a DC-SIGN. A células
NK sdo detetadas por revelacdo tripla com CD3, CD56 e DC-
SIGN-Fc. As células escurecidas e brilhantes com CD56 né&o
diferem na expressdo de ICAM-2 ou ICAM-3 demonstrando que a
glicosilacédo diferencial é o resultado da alta afinidade de

ligacdo de DC-SIGNFc as células NK escurecidas com CD56.

Figura 26. O subconjunto NK CD5ePseurecidascplg®  interage

especificamente com DC-SIGN-Fc. A ligacdo de DC-SIGN-Fc aos
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subconjuntos de NK é determinada por citometria de fluxo na
presenca de anticorpos contra DC-SIGN. 0Os subconjuntos de
NK distinguem-se por revelacdo com CD16 e CD56, e a adesédo

¢ determinada por revelacdo tripla com DC-SIGN-Fc.

Figura 27. Uma proteina de 166 kDa e a ICAM-2 é reconhecida
pela DC-SIGN-Fc em células NK.

As células NK s&o marcadas na superficie com iodo
radicativo. O lisado celular é incubado de um dia para o
outro a 4 °C com esférulas de Proteina A revestidas com DC-
SIGN-Fc ou anticorpos de controlo contra ICAM-2, ICAM-3 e
LFA-1. As esférulas sdo lavadas e o) produto
imunoprecipitado é analisado sobre SDS-PAGE e visualizado

por autorradiografia.

Figura 28. A maturacdo de DC por células NK é mediada por
LFA-1.

As DC imaturas sdo co-cultivadas com células NK durante 24
horas na presenca de anticorpos contra DC-SIGN (AZN-D1) e
LFA-1 (NKI-L19). A maturacdo ¢ determinada medindo a
expressdo de CD80, CD83, CD86 e HLA-DR. com células NK O/N
a 37 °C. Como um controlo, as DC sdo maturadas com LPS (10

ng/mL) .

Figura 29. A lise mediada por NK de DC imaturas ¢é
dependente de DC-SIGN. DC imaturas ou maturadas com LPS
marcadas com Crémio”” sdo co-cultivadas com células NK
ativadas por IL-2 ou ndo ativadas durante 4 horas na
presenca de anticorpos contra DC-SIGN (AZN-D1) e LFA-1
(NKI-L19). A 1lise ¢ determinada medindo a libertacdo de

Cr2.

Figura 30. A lise mediada por NK de transfetantes de Kb62 é
melhorada pela DC-SIGN. Células K562 marcadas com Crémio’?

sdo co-cultivadas com células NK ativadas com IL-2 ou nao
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ativadas durante 4 horas na presenca de anticorpos contra

DC-SIGN. A lise é determinada medindo a libertacdo de cr?.

Figura 31. A DC-SIGN tem um alta afinidade para HSV-1 e
HSV-2.
O HSV é revestido em placas ELISA e a ligacdo de DC-SIGN-Fc

é determinada na presenca de anticorpos contra DC-SIGN.

Figura 32. A DC-SIGN liga fortemente a glicoproteina gB do
envelope de HSV.

A. Transfetantes de DC-SIGN sdo incubados com esférulas
revestidas com glicoproteinas do envelope de HSV e a
ligacdo de DC-SIGN é determinada na presenca de anticorpos
contra DC-SIGN.

B. A L-SIGN liga fortemente a glicoproteina gB do envelope
de HSV.

Transfetantes de L-SIGN sd&o incubados com esférulas
revestidas com glicoproteinas do envelope de HCV e a
ligacdo de DC-SIGN é determinada na presenca de anticorpos

contra DC-SIGN.

Figura 33A. A mSIGNR1 liga hidratos de carbono contendo
manose, de maneira semelhante a DC-SIGN e L-SIGN. As
células K562 que expressam a DC-SIGN humana, L-SIGN humana
ou mSIGNR1 muridea ligam num grau semelhante os hidratos de
carbono contendo manose utilizando o ensaio de adesdo de

esférulas fluorescentes.

Figura 33B. As DC-SIGN, L-SIGN e mSIGNR1l ligam-se de forma
diferenciada aos antigénios de Lewis. Os transfetantes que
expressam a DC-SIGN humana, L-SIGN humana ou mSIGNRL
muridea ligam num grau semelhante o antigénio de Lewis
acoplado a esférulas fluorescentes. As DC-SIGN e mSIGNRI1,

em contraste com a L-SIGN, reconhecem o antigénio Lewis X.
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A mSIGNR1 muridea interage com sialil-Lewis X em contraste

com as DC-SIGN e L-SIGN humanas.

Figura 33C A especificidade de hidratos de carbono das DC-
SIGN, L-SIGN e mSIGNR1l é diferente. O antigénio Lewis X né&o
é reconhecido pela L-SIGN, enquanto a DC-SIGN humana e a
mSIGNR1 o reconhecem. A mSIGNR1 reconhece o sialil-Lewis X
em contraste com as DC-SIGN e L-SIGN. Tanto a DC-SIGN
humana como a mSIGN1 muridea ligam o sialil-Lewis A, em

contraste com a L-SIGN.

Figura 34. DC-SIGN, L-SIGN e mSIGNR1 ligam-se ao manano
derivado de levedura, E1/E2 do Virus da hepatite C, gpl20
de HIV-1 e ManLAM micobacteriano. 0Os ligandos patogénicos
foram revestidos sobre esférulas fluorescentes e a adesédo
foi medida wutilizando o ensaio de adesdo de esférulas
fluorescentes com transfetantes de K562. A ligacdo de Gpl20
a DC-SIGN, L-SIGN e mSIGNR1l foi inibida wutilizando o
hidrato de carbono manano derivado de levedura,
demonstrando que estas lectinas de tipo C também ligam o

manano derivado de levedura.

Figura 35. A DC-SIGN liga especificamente as proteinas do

envelope de HCV.

A. A DC-SIGN liga proteinas do envelope de HCV produzidas
em levedura Hansenula e células de mamifero. A interacdo da
DC-SIGN com as proteinas do envelope de HCV, El1 e E2 (2
mg/mL), produzidas pela levedura Hansenula ou células de
mamiferos infetadas com virus vaccinia recombinante foi
testada num ELISA baseado em Fc. A especificidade da
ligacdo foi confirmada utilizando o anticorpo bloqueador
especifico contra DC-SIGN, AZN-D1 (50 mg/mL), manano (100
mg/mL) ou o quelante de célcio EGTA (5 mM).
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B. A interacdo da DC-SIGN com as El e E2 de HCV ¢&
dependente da concentracdo. As El1 e E2 produzidas nas
células de mamifero foram tituladas (0-16 ou 14 mM resp.) e
a ligacdo de DC-SIGN-Fc foi testada como descrito acima.
Foi utilizado AZN-D1 (50 mg/mL) para bloquear
especificamente a interacéo.

C. A DC-SIGN tem uma afinidade semelhante para E1l, E2 e
gpl20. As El1 e E2 produzidas em células de mamifero (10 nM)
e gpl20 (2 nM) foram revestidas e a ligacdo de DC-SIGN-Fc
foi testada como descrito acima. O manano foi titulado (0-
1000 mg/mL) para bloguear a interacdo. A ligacdo foi
expressa como percentagem da ligacdo sem bloquear.

D. A ligacdo de DC-SIGN a El, E2 e gpl20 é igualmente
dependente de célcio. As El e E2 produzidas em células de
mamifero (10 nM) e gpl20 (2 nM) foram revestidas e a
ligacdo de DC-SIGN-Fc foi testada como descrito acima na
presenca de uma quantidade variédvel de célcio (0-5 mM). A
ligacdo foi expressa como percentagem da ligacdo com céalcio

5 mM.

Figura 36. As proteinas do envelope de HCV s&do ligadas
pelas DC-SIGN e L-SIGN celulares. A. Transfetantes de K562
expressam niveis semelhantes de DC-SIGN e L-SIGN. B. As DC-
SIGN e L-SIGN celulares ligam-se a ambas as glicoproteinas
do envelope, El e E2. Células K562 transfetadas com DC-SIGN
e L-SIGN foram utilizadas para medir a ligacdo a proteina
do envelope de HCV com o ensaio de adesdo de esférulas
revestidas fluorescentes. C. O mutante de DC-SIGN Val351
liga ambas as proteinas do envelope de HCV, El e E2. A
ligacdo de DC-SIGN V351G a esférulas revestidas com as
glicoproteinas E1 e E2 foi investigada e a especificidade
foi determinada blogqueando a interacdo com o anticorpo
especifico contra DC-SIGN AZN-D2 ou o gquelante de iéo
cdlcio EGTA. D. A anédlise mutagénica demonstrou gque oS

aminodcidos semelhantes dentro da regido CRD de DC-SIGN
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estdo envolvidos no reconhecimento de HCV e HIV-1 e que

aqueles estdo também envolvidos na ligacdo de ICAM-3.

Figura 37. A via de internalizacdo de DC-SIGN é dependente
da base celular. A. As DC-SIGN e L-SIGN expressas por
transfetantes de K562 e THP-1 ligam as VLPs de HCV de forma
semelhante. A ligacdo da VLP E1/E2 de HCV aos transfetantes
de Kb62 e THP-1 com DC-SIGN e L-SIGN foi medida utilizando
0 ensaio de adesdo de esférulas fluorescentes. B-E. O HCV
ligado a DC-SIGN é direcionado para os endossomas precoces
(transferrina+) em células THP-1, em contraste com O
direcionamento lisossdémico  (LAMP-1+) em células Kbo62.
Células K-562 (B e C) e THP-1 (D e E) que expressam DC-SIGN
ou L-SIGN foram incubadas de um dia para o outro com VLPs
de HCV. O HCV foi detetado utilizando um anticorpo anti-HCV
humano e um anticorpo secundario marcado (FITC)
fluorescente. O direcionamento intracelular foi determinado
por revelacdo dos compartimentos endossédmicos com um
anticorpo de rato para o LAMP-1 especifico
lisossémico/endossdmico tardio e anticorpo secundario
marcado (Alexa Fluor 594) fluorescente (B, D), ou co-
incubando as células durante 15 minutos com transferrina
marcada com Alexa Fluor 594 que ¢é especificamente
transportada para os endossomas precoces e funciona como um
marcador (C, E). As células foram analisadas por

microscopia de fluorescéncia.

Figura 38. As células dendriticas ligam-se fortemente as El
e E2 de HCV através de DC-SIGN. A As DC imaturas expressam
niveis altos de DC-SIGN. As células dendriticas derivadas
de monécitos foram isoladas como descrito em materiais e
métodos. A expressdo de DC-SIGN foi medida através de
revelacdo por FACS com o anticorpo especifico contra DC-
SIGN, AZN-D2. B, C As DC imaturas e DC maduras ligam-se

fortemente as proteinas do envelope de HCV, El1 e E2, e VLPs
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E1/E2 de HCV mistas via DC-SIGN. A ligacdo de DC imaturas
(B) e DC maturadas com LPS (C) a proteinas do envelope de
HCV foi determinada por um ensaio de adesdo de esférulas
fluorescentes. A  especificidade foi determinada pelo
anticorpo anti-DC-SIGN, AZN-D2 (50 mg/mL), manano (100
mg/mL), EGTA (10 mM), e anticorpo anti-recetor de manose

(clone 19) (50 mg/mL).

Figura 39. A DC-SIGN em 1iDC direciona as VLPs de HCV para
os endossomas precoces. A Células dendriticas imaturas
foram incubadas com VLPs de HCV (30 mg/mL) durante 4 horas
ou de um dia para o outro. O HCV foi detetado com um
anticorpo humano anti-HCV e um anticorpo secundario marcado
com FITC. O direcionamento intracelular foi determinado por
revelacdo dos compartimentos endossdmicos com um anticorpo
de rato para a LAMP-1 especifica lisossdémica/endossédmica
tardia ou o marcador especifico de endossomas precoces EEA-
1 e um anticorpo secundario marcado com Alexa Fluor 594, ou
co-incubando as células durante 15 minutos com transferrina
marcada com Alexa Fluor 594 que ¢é especificamente
transportada para os endossomas precoces. B As células
dendriticas imaturas foram incubadas com VLPs de HCV (30
mg/ml) durante 4 horas ou de um dia para o outro a 37 ou
4 °C. O HCV foi detetado como descrito para a figura 5A. A
localizacdo de DC-SIGN foi determinada com o anticorpo
especifico contra DC-SIGN, AZN-D2, e um anticorpo

secundédrio marcado com Alexa Fluor 594.

Figura 40. A DC-SIGN em 1iDCs direciona o seu ligando
antigénio Lewis X ©para endossomas/lisossomas tardios.
Células dendriticas imaturas foram incubadas com Lewis X
(10 mg/mL) durante 4 horas. O direcionamento intracelular
foi determinado por revelacdo dos compartimentos
endossémicos com um anticorpo de rato para a LAMP-1

especifica lisossdédmica/endossdmica tardia ou co-incubando
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as células durante 15 minutos com transferrina marcada com
Alexa Fluor 594 que ¢é especificamente transportada para os
endossomas precoces. As células foram analisadas ©por

microscopia de fluorescéncia.

Figura 41. O HCV interage com <células endoteliais
sinusoidais do figado humano que expressam L-SIGN (LSECSs)
in situ. (A) A L-SIGN é expressa por LSECs humanos, como
foi determinado por revelacdo do tecido hepatico com um
anticorpo especifico contra L-SIGN. (B) A ligacdo de VLPs
de HCV pelo tecido hepatico foi determinada incubando
seccBes de figado com VLPs de HCV durante 2 horas a 37 °C.
A ligacdo de HCV foi detetada utilizando um anticorpo de
rato anti-HCV e um anticorpo secundadrio marcado com Alexa
Fluor 594. (C) A ligacdo de VLP de HCV a LSECs foi
blogqueada pelo quelante de célcio EGTA.

Figura 42. 0Os antigénios de Lewis do grupo sanguineo e
algumas das suas estruturas relacionadas ligam-se a DC-
SIGN. (a) Antigénios de Lewis do grupo sanguineo expressos
por H. pylori. (b-c) Hidratos de carbono, que representam
antigénios do grupo sanguineo ou suas sSubestruturas,
conjugados com poliacrilamida (b), ou ceramida (c), foram
revestidos e a ligacdo de DC-SIGN-Fc recombinante foi

medida utilizando o ELISA DC-SIGN-Fc.

Figura 43. A ligacdo de H. pylori é dependente da expresséo
do antigénio Lewis. (a-c) mutantes o3-fucosiltransferase de
H. pylori (a), estirpes (b) e variantes de fase (c) foram
revestidos e a ligacdo de DC-SIGN-Fc recombinante foi
medida apds incubacdo com Fc de cabra anti-humano marcado
com peroxidase. As H. pylori foram revestidas e incubadas
com anticorpos especificos para antigénios de Lewis como
indicado e 0o seu serdtipo foi determinado apds incubacéo

com imunoglobulinas anti-rato marcadas com peroxidase.
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Figura 44. Variacdo de fase de LPS em H. pylori ocorre in

vivo.

(a) Variantes de fase positivas para Lex/y de J223 foram
detetadas por transferéncia de colébnias com mAbs
especificas para os antigénios de Lewis indicados, apds
cultura breve diretamente a partir da biopsia, seguida de
uma Unica passagem em fase liquida e distribuicédo sobre
meio sdélido. (b) Foi realizada sequenciacdo do segmento C
para determinar o estado "ligado" e "desligado" dos genes
futA (HP0379) e futB (HP0651). O mutante J223.3 futB foi
gerado por transformacdo natural com uma construcdo que
contém uma cassete marcadora de resisténcia a cloranfenicol
inserida no gene HP0651, e serotipado como indicado para
J223. (c) Consequéncias do comprimento do segmento C para a

expressdo funcional de futA e futB.

Figura 45. A DC-SIGN é expressa em DC géastricas e é o

recetor principal para H. pylori positivas para Le.

(a) Uma seccdo de tecido do estdbmago foi fixa e revelada
com anticorpos anti-DC-SIGN. Ampliacdo original x 20. As
setas indicam células analogas a DC positivas para DC-SIGN
na lamina prépria. (b-d) DC derivadas de mondcitos (b), DC
derivadas de mondécitos e macrédfagos RAW (c) ou células K-
562 transfetadas com DC-SIGN (d) foram incubadas com J223.3
ou J223.8 de H.pylori marcadas com FITC e a ligacdo foi
analisada utilizando citometria de fluxo. Em b e d, as
células foram pré-incubadas com anticorpos anti-DC-SIGN,

manano, EDTA, ou anticorpos anti-recetor de manose (MR).

Figura 46. A ligacdo de H. pylori induz um aumento
dependente de DC-SIGN da producdo de citocinas IL-10 e IL-

12, mas nenhumas alteracdes em IL12p70.
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(a) As DC foram incubadas com J223.3 ou J223.8 de H. pylori
a uma multiplicidade de infecdo (M.0.I.) de 20 na presenca
ou auséncia de anticorpos anti-DC-SIGN durante 1 h, lavadas
e cultivadas durante 20 h. O sobrenadante foi colhido e a
quantidade de IL-10 e IL-12p40 foi analisada por ELISA.

(b) Apdbs co-cultura de DC com J223.3 ou J223.8 de H.
pylori, as células foram incubadas com fibroblastos de J558
transfetados com CD40L na auséncia ou presenca de IFN-y
durante 24 h. O sobrenadante foi colhido e a quantidade de

IL-12p70 foi analisada por ELISA.

Figura 47. A ligacdo de H. pylori a DC-SIGN induz uma
alteracédo subita da células T naif para Th2.

Apds pré-incubacdo com anticorpos anti-DC-SIGN, as DC foram
incubadas com J223.3 ou J223.8 de H. pylori a uma M.0.I. de
10 durante 48 h, lavadas e subsequentemente co-cultivadas
com células T CD45RA+CD4+ altamente purificadas. As células
T quiescentes foram novamente estimuladas com PMA e
ionomicina e IL-4 e IFN-y foi analisado com base numa

célula Unica por citometria de fluxo intracelular.

Figura 48: Os lactobacilos induzem maturacdo parcial de DC.
As DC imaturas (iDC) foram geradas como descrito A) A
maturacdo foi induzida por adicdo de LPS (100 ng/mL), 107
bactérias, LPS mais MF (rIL-1b (25 ng/mL) e rTNFa (50
ng/mL)), ou MF mais 1.107 Dbactérias. Apds 48 h, as DC
maduras (mDC) foram colhidas, lavadas e (A) a expresséio
superficial de <CD86, HLA-DR e (CD83 foi analisada por
citometria de fluxo. (B) DC maduras (2.104 células/poco)
foram estimuladas com células de fibroblastos de rato que
expressam CD40L de rato (células J558, 2x104 células/poco)
para induzir a producdo de IL-12, IL-10 e IL-6. Apds 24 h,
0os sobrenadantes foram recolhidos e as produgdes de IL-

12p70, IL-10 e IL-6 foram medidas por ELISA.
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Figura 49: L. reuteri e L. casei induzem o desenvolvimento
de células T reguladoras por modulacdo da funcdo DC.
A geracdo de iDC e as condicdes de maturacdo sdo descritas
na legenda da figura 16. (A) DC maduras (5x103 célula/poco)
foram co-cultivadas com células T auxiliares naif (células
Th) (2x104 células/poco) e superantigénio SEB (10 pg/mL).
Apds 12 dias, as producdes de IFN-g e IL-4 por célula foram
analisadas por revelacdo com FACS intracelular apds uma
estimulacdo de 6 h com PMA/ionomicina, as ultimas 5 h na
presenca de Brefeldina A. (B) DC maduras (2,5x103
célula/poco) foram co-cultivadas com células Th naif (5x104
células/poco). A proliferacdo de células foi avaliada pela
incorporacdo de [3H]-TdR marcado radiocativamente apds um
impulso com 13 KBg/poco durante as ultimas 16 h da cultura
de 6 dias apds estimulacdo, como medido por espetroscopia
de cintilacéo ligquida. (C) Células Th naif foram
estimuladas como descrito na parte A. Apds 12 dias, as
células de ensaio foram marcadas fluorescentemente com PKH,
e estimuladas com concentracdes abaixo da ideal de anti-CD3
(1:5000) e anti-CD28 (1:2000). Apds incubacdo de um dia
para o outro, as células T alvo (células T CD4+
periféricas) marcadas (CFSE) fluorescentes, foram
adicionados numa proporcdo 1:1 (2,5x104 cada). Apds 5 dias,
a revelacdo com PKH e CFSE das células foram analisadas por
citometria de fluxo. O perfil de CFSE em tons cinzentos
representa as condigdes de ensaio (bactérias: 105),
enquanto a sobreposicdo indica a proliferacdo na presenca
de células de ensaio de controlo (MF/LPS). A figura & uma
representativa de 7 experiéncias independentes. (D) A
intensidade de fluorescéncia média (MFI) das células alvo
marcadas com CFSE co-cultivadas na presenca de células de
ensaio de controlo (MEF/LPS) foi fixada em 100%, que
representa a proliferacdo méxima. A MFI das células T alvo
co-cultivadas com outras células de ensaio foi comparada

com este valor, calculando a proliferacdo relativa. Os
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resultados sdo expressos como as percentagens médias + EPM
de 4-7 experiéncias independentes (Cordicepina: 25 - 12,5-
6,25 pg/mL) . Os dados foram analisados quanto a
significéncia estatistica utilizando ANOVA seguida do teste

de comparacdo multipla de Bonferroni. * P<0,05, ** P< 0,01.

Figura 50: Nenhuma atividade TLR pelos Lactobacilos.

(A) Células HEK 293 transfetadas de forma estavel com TLR2
ou TLR4 foram aplicadas a 0,2x106 células/poco e
estimuladas com 107 bactérias/mL ou TNFa. Apds 24 horas, o
sobrenadante foi retirado e o teor de IL-8 foi analisado
por ELISA. (B) Células HEK 293 foram transfetadas
transitoriamente com TLR1, TLR2, TLR3, TLR4 + MD2, TLR6,
TLR7 e TLR9 humanos, em conjunto com uma construcéo
repdérter de ELAM-luciferase e foram estimuladas com 107
bactérias ou TNFa. A atividade luciferase foi determinada

6 h apds estimulacéo.

Figura 51: L. reuteri e L. casei ligam a DC-SIGN em moDC.

(A) . DC imaturas foram incubadas com bactérias marcadas com
FITC. Depois de 1lavar, as células foram analisadas por
citometria de fluxo. (B) Foi wutilizado wum protocolo
semelhante, ao descrito na parte A, para analisar a ligacéo
de bactérias a células Kb62 transfetadas com DC-SIGN ou
células K562 nédo transafetadas. Foram realizadas pré-
incubacdes com TSM + 0,5% de BSA, EDTA ou anti-DC-SIGN
(AZN-D1 e AZN-D2, 20 mnpg/mL). (C) A ligacdo de DC foi
realizada como descrito na parte A. As pré-incubacdes foram
realizadas com TSM + 0,5% de BSA, anti-DC-SIGN (AZN-D1 e
AZN-D2, 20 pg/mL), anti-MR, Manano ou metilglicosideo.
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Figura 52: Bloqueio da interacdo DC-SIGN com L. reuteri e
L. casel anula o condicionamento para o desenvolvimento de
células T reguladoras.

A geracdo de 1DC é descrita na legenda da figura 1. DC
imaturas foram pré-incubadas (30 min, 37 °C) com Ab de
controlo de isotipo, anti-DC-SIGN (AZN-D1; 20 pg/mL) ou
Manano. Depois disso, a maturacdo foi realizada como
descrita na legenda da figura 16. A inducdo de atividade
celular supressora foil analisada como descrito na legenda

da figura 17.

Figura 53. 0Os Neutréfilos Mononucleares Polimdérficos (PMN)
expressam o ligando de DC-SIGN Lewisx e ligam-se com alta
afinidade a DC-SIGN recombinante. A. Glicoconjugados de
poliacrilamida de Lewisx e Lewisx sialilados foram
revestidos e a adesdo de DC-SIGN-Fc foi medida com Fc de
cabra anti-humano marcado com peroxidase em ELISA DC-SIGN-
Fc. B. A expressdo de Lewisx foi determinada em PMN
marcados para CD16 para discriminar entre neutré6filos CD16+
e eosinéfilos CDl6e-. C. A adesdo de esférulas revestidas
com ICAM-3-Fc ou DC-SIGN-Fc aos PMN foi avaliada utilizando
citometria de fluxo. A especificidade da adesdo foi obtida
utilizando anticorpos blogueadores anti-DC-SIGN (AZN-D1, 20
mg/mL), manano (50 mg/mL) ou EGTA (10 mM). D. A titulacdo
de DC-SIGN-Fc para os PMN revela alta afinidade de ligacéo
da DC-SIGN aos PMN. E. A ligacdo da concentracdo o6tima de
DC-SIGN-Fc (10 mg/mL) aos PMN marcados com o marcador de
neutré6filos CD16. Para avaliar a especificidade foram
utilizados anticorpos blogqueadores anti-DC-SIGN (AZN-D1, 50
mg/mL) .

Figura 54. O CEACAM] expresso nos PMN é um ligando de DC-
SIGN e liga-se através das suas unidades Lewisx. A. O
lisado completo dos PMN foi analisado num gel de

poliacrilamida a 7% durante 1,5 h a 120 V, transferido para
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transferéncia de nitrocelulose e revelado com DC-SIGN-Fc,
anticorpos anti-CEACAMI (anti-CD66) ou anti-Lewisx (3
mg/mL) e anticorpos secundadrios conjugados com fosfatase
alcalina. B. Esférulas de Proteina A (protA) revestidas com
DC-SIGN-Fc foram utilizadas ©para imunoprecipitar os
ligandos de DC-SIGN a partir de PMN biotinilados na
superficie. 0Os imunoprecipitados foram analisados sobre
gel, transferidos ©para transferéncia e revelados com
estreptavidina conjugada com peroxidase. C. O CEACAMI
imunoprecipitado a partir dos PMN utilizando esférulas de
proteina G (protG) revestidas com anticorpos anti-CEACAMI
foi revelado na transferéncia wutilizando DC-SIGN-Fc e
anticorpos de cabra anti-humanos conjugados com fosfatase
alcalina. D. A incubacdo com a enzima al-3,4 fucosidase (5
mU/mL) durante 3 dias a 37 °C remove o epitopo Lewisx no
CEACAM]1 derivado de PMN. E. Utilizando um sistema baseado
em ELISA, a adesdo de DC-SIGN-Fc ao CEACAM]1 de PMN foi
medida e comparada com aquela apds tratamento com al-3,4
fucosidase. F. Anticorpos dirigidos contra Lewisx (20
mg/mL) blogueiam a adesdo de DC-SIGN-Fc ao CEACAMI
capturado a partir de PMN utilizando anticorpo anti-CEACAMI1
no ELISA de adesdo.

Figura b55. DC-SIGN celular expressa em transfetantes de
K562 e DC imaturas liga CEACAM1 nativo de PMN. A. Esférulas
fluorescentes revestidas com CEACAM1l de PMN foram incubadas
com transfetantes de K562 que expressam DC-SIGN de tipo
selvagem ou DC-SIGN mutante que apresenta uma Unica
substituicdo de aminoédcido no dominio da lectina de tipo C
crucial para ligacdo ao ligando. A adesdo de esférula foi
medida utilizando anédlise por FACS. B. Foi determinada a
adesdo de esférulas revestidas com CEACAM1 as DC imaturas.
A  especificidade de adesdo foi avaliada utilizando
anticorpos bloqueadores anti-DC-SIGN (20 mg/mL), manano (50
mg/mL) ou EGTA (10 mM).
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Figura 56. DC-SIGN estd envolvida no agrupamento de DC e
PMN. A. PMN marcados com CFSE (verde) foram incubados com
K562 marcadas com HE fluorescente, K562-DC-SIGN e DC
imaturas (vermelho) durante 15 min a 37 °C. Foram
utilizados anticorpos anti-DC-SIGN (AZN-D1 e AZN-D2, 10
mg/mlL) para determinar o envolvimento da DC-SIGN. O
agrupamento de célula foi visualizado utilizando
microscopia de fluorescéncia e foram tiradas fotografias
representativas. B. Utilizando anadlise por FACS, o
agrupamento das células foi seguido no tempo pontuando a
percentagem de K562 ou K562-DC-SIGN gque tém PMN ligados. C.
A adesdo de PMN a DC imaturas foi quantificada por

citometria de fluxo.

Figura 57. Localizacdo de PMN e DC na mucosa do cdlon de
doentes com doenca de Crohn. A. Lamelas de tecido
intestinal inflamatdério de doentes com doenca de Crohn
foram reveladas duplamente para os marcadores de PMN Lewisx
(6H3, fluorescéncia verde) e CEACAM1 (CLB-gran/10,
fluorescéncia azul), B. para CEACAM1 (CLB-gran/10,

fluorescéncia verde) e o marcador de DC DC-SIGN (CSRD,

fluorescéncia vermelha), ou C. para Lewisx (6H3,
fluorescéncia verde) e DC-SIGN (CSRD, fluorescéncia
vermelha). O anticorpo anti-CEACAM]1 produz revelacdo de

fundo nas criptas do cdlon, provavelmente devido a reacédo
cruzada com CEA que é expressa nas células epiteliais do

cbdblon.

Figura 58. Os PMN ativam as DC imaturas através da ligacédo
de DC-SIGN. A. A maturacdo de DC por contacto com PMN foi
determinada medindo a expressdo do marcador de maturacdo de
DC, CD86. A maturacdo pode ser inibida com anticorpos anti-
DC-SIGN (AZN-D1). A maturacdo de DC pelos PMNs foi
comparada com a maturacdo de DCs com LPS ou E.coli. B. A

producdo de citocinas de IL-12 e TNFa foi analisada apds
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interacdo PMN-DC, e ¢ dependente da ligacdo de DC-SIGN, uma
vez que os anticorpos contra DC-SIGN bloqueiam a inducdo de

citocinas.

Figura 59. A DC-SIGN liga CDllb e CD66a-d que expressam
Lewis X em PMN.

A Captura de CDllb e CDé6ébacd a partir do lisado de PMN
utilizando anticorpos especificos revelou a presenca de
antigénios de Lewis X nestas moléculas da membrana celular

B Captura de CDllb e CDo6acd a partir do lisado de PMN e
acoplamento com esférulas fluorescentes revelou que, em
particular, os CDllb e CDo6acd derivados de PMN interagiam
fortemente com transfetantes que expressam DC-SIGN,
indicando que a DC-SIGN liga CDllb e CD66acd derivados de
PMN.

C CD11b/CD18 e CD66 capturados a partir do lisado de PMN
demonstra ligacdo de alta afinidade com DC-SIGNFc como
demonstrado no ELISA de DC-SIGN Fc.

D Estudos de imunotransferéncia demonstram que a DC-SIGNFc
interage especificamente com CD6bacd e CDl1lb de PMN quando
imunoprecipitados (IP) utilizando mAbs anti-CD66acd (faixa
9) e CDllb (faixa 10) a partir de um lisado de PMN. As
proteinas da superficie celular sdo biotiniladas e os PMN
sdo lisados. Faixa 1. controlo negativo utilizando ICAM-3
Fc para captura por proteinas IP. Detecdo é estreptavidina
marcada com peroxidase. Faixa 2. DC-SIGN-Fc ¢é utilizada
para capturar ligandos biotinilados a partir do lisado; sé&o
visiveis duas bandas de proteina, a banda superior consiste
em CDllb e CD66a, enquanto a inferior consiste em CDI1S8.
Faixa 3. Controlo negativo; nenhuma banda é
imunoprecipitada com anticorpos anti-DC-SIGN. Faixa 4, IP
com anticorpos contra CD66acd; é visivel uma banda fraca
contendo CD66a. Faixa 5, IP de CDllb; sdo visiveils duas

bandas; a Dbanda superior é CDllc e a banda inferior &
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CD18m, o qual é co-imunoprecipitado com CDllc. Faixa 6. IP
com ligandos de DC-SIGN e detecdo com anti-CD66acd; CD66a é
capturado por DC-SIGN Fc. Faixa 7. IP com ligandos de DC-
SIGN e detecdo com anti-CDllb; CDllb é capturado por DC-
SIGN Fc. Faixa 8. Controlo negativo, IP com anticorpos
anti-DC-SIGN e detecdo com DC-SIGN-Fc. Faixa 9. IP com
anti-CD66acd e detecdo com DC-SIGN Fc; CD66a é ligado por
DC-SIGN na transferéncia. Faixa 10. IP com anti-CDlla e
detecdo com DC-SIGN Fc; CDlla ¢é 1ligado por DC-SIGN na

transferéncia.

Figura 60

DC-SIGN liga estruturas de Lewis X em CDllb de PMN. Estudos
de imunoprecipitacdo (IP) revelaram que a ligacdo de DC-
SIGN-Fc ao CDllb é anulada gquando CDllb é tratado com a-1,
3,4 Fucosidase que remove o residuo de fucose presente no

Lewis X (Faixa 7 e 8)

Figura 61

DC-SIGN 1liga células tumorais gque expressam o antigénio
tumoral CEA (CDo66e), através da interacdo de DC-SIGN com
CDb66be.

A. DC-SIGNFc reconhece antigénios tumorais em varios
carcinomas da mama e adenocarcinomas. A ligacdo pode ser
bloqueado por mAbs anti-DC-SIGN

B. a linha de células tumorais SW948 interage com células
que expressam DC-SIGN e com DC e a adesdo celular pode ser
bloqueada por anticorpos anti-DC-SIGN (AZN-D1), indicando
uma funcdo para a DC-SIGN na interacdo com um estrutura
celular em células tumorais

C. DC-SIGN-Fc liga CDé6oe imunoprecipitado (CEA) . A
imunoprecipitacdo com anti-CD66e (anti-CEA) de lisado de

células tumorais SW948 biotiniladas na superficie celular
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mostra que a DC-SIGN-Fc liga o antigénio tumoral CEA (faixa

35).

Figura 62
DC-SIGN reconhece Lewis X e Lewis Y em CD66e a partir de

células tumorais.

A. CD66e da 1linha de células tumorais SW948 expressa
estruturas de Lewis X e hidratos de carbono de Lewis Y
determinadas utilizando anticorpos especificos.

B. CD66e capturado a partir do lisado de SW948 estd ligado
por DC-SIGN-Fc

C. DC-SIGN-Fc captures o CD66e a partir de um lisado de
SW948 como detetado por um anticorpo especifico anti-CD66e.
D. Estudos de imunoprecipitacdo (IP) revelaram dque a
ligacdo de DC-SIGN-Fc ao CD66e é anulada quando o CDo6b6e é
tratado com a-1, 3,4 Fucosidase que remove o residuo de

fucose presente nos Lewis X,Y (Faixa 3 e 4).

Figura 63.
Figura esquemdtica de diferentes mutantes de Neisseria
Meningitidis com diferentes residuos de hidratos de carbono

na posicdo final nas suas estruturas de LPS.

Figura o64. DC-SIGN liga-se aos mutantes IgtB e rfaF de
Neisseria Meningitidis. Os diferentes mutantes de Neisseria
Meningitidis s&d@o investigados quanto & sSua interacéo
utilizando diferentes moléculas de lectinas de tipo C-Fc
(DC-SIGN-Fc, DCIR-Fc, BCDA-2-Fc, MGL-Fc Dectin-1B-Fc)

utilizando o ensaio ELISA Fc.

Figura 65 DC imaturas ligam-se fortemente ao mutante IgtB
de Neisseria Meningitidis através de DC-SIGN. Apenas o
mutante fluorescente Neisseria IgtB, que contém uma posSicdo

final GlcNAc, liga-se fortemente as DC, como determinado
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por citometria de fluxo, e a ligacdo pode ser completamente
blogqueado por anticorpos anti-DC-SIGN, indicando que a DC-
SIGN estd envolvida na captura de Neisseria de IgtB. A

manose-BSA e o manano inibem parcialmente a interacéo.

Figura 66. DC-SIGN-Fc 1liga fortemente células CHOP8 que
sobreexpressam GlcNAc, indicando gque a DC-SIGN também liga
residuos de GlcNAc em auto-glicoproteinas (CHOP8) e em

agentes patogénicos tais como Neisseria (Figura 33).

Exemplos

Os exemplos que ndo se referem a um glicoconjugado dque
compreende um antigénio tumoral e um antigénio Lewis X né&o

sialilado n&do fazem parte da invencéo

Métodos.

Anticorpos e proteinas. Os seguintes anticorpos monoclonais
(Mab) foram wutilizados: anti-CD107a (Lamp-1; MabH4A3, BD
Pharmingen), anti-MR (Clone 19, BD Pharmingen), CD11b
(bear-1)?°, CDllc (SHCL3)”®, anti-DC-SIGN (AZN-D1, AZN-D2'¢,
CsrRD'’, CDlla bloqueador (NKI-L15), anti-ICAM-1 (Rek-1),
anti-ICAM-2 (12A2) e anti-ICAM-3 (AZN-IC3/1, 1icr-2), CD18
ativador (KIM185) e os anticorpos conjugados com PE/FITC
CD25, CD69, CD80, CD86, HLA-DR (BD Pharmingen), e CD83 e
CD56 (Beckman Coulter). CD3 e CDl16 conjugados com biotina
(BD Pharmingen). CLB-T4 (aCD4) foi uma oferta generosa de
René wvan Lier. MEM-157 (aCDl6) e MEM-97 (aCD20) foram
amavelmente proporcionados por Vaclav Horejsi. mAb contra
ICAM-1 CBR-IC-1/3, mAb contra ICAM-2 CBR-IC-2/1, e mAb
contra ICAM-3 CBR-IC-3/2 foram obtidos através do Human
Leukocyte Differentiation Antigen Workshop. Foram
utilizados véarios anticorpos monoclonais (MAbs) anti-

glicanos: o MAb anti-LDN-DF 114-5B1-A'®, o MAb anti-LDN
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SMIDN1.1'", o MAb anti-LDN-F SMLDNF1'" e o MAb anti-Le*
CB10%’, os mAbs anti-Lex SMLDN1.l e SMFG4.1 e 6H3 (anti-
Lex). O mAb (CLB-gran/10) foi utilizado para revelar e

imunoprecipitar o CD16.

A neoglicoproteina HSA-Le”*, contendo aprox. 20-25 cadeias
de oligossacéridos por molécula de HSA, foi da Isosep AB,
Tullinge, Suécia. As neoglicoproteinas BSA-LDN-DF (aprox.
12 cadeias de oligossacaridos por molécula de BSA) e BSA-
LDN-F (aprox. 3-4 oligossacédridos por molécula de BSA),
foram sintetizadas enzimaticamente como descrito por van
Remoortere et alla e Nyame et alln respetivamente. Le*-
PAA-biotina, contendo Le* acoplado de forma multivalente a
poliacrilamida Dbiotinilada foi de Syntesome, Munique,

Alemanha.

Manano purificado de Saccheromyces cerevisiae (50 pg/mL) e
gpl20 recombinante (0,50 pg/mL) foram obtidas de Sigma e da
Aidsresource Foundation, respetivamente. 0
lipoarabinomanano com extremidade de manose (manLAM)
purificado de Mycobacterium tuberculosis, e LAM sem
extremidade (aralAM) de M. smegmatis foram amavelmente
proporcionados pelo Dr. J. Relisle, Colorado  State
University através de NIH, contrato NIAID NOl1 AI-75320. O
antigénio de OoVO soltvel (SEA) foi amavelmente
proporcionado pelo Dr. A. K. Nyame, Oklahoma University
HSC, EUA). O lipofosfoglicano purificado de Leishmania
mexicana foi amavelmente doado pelo Dr. M Wiese, Bernard
Nocht Inst. Tropical Medicine Hamburg, Alemanha. O
lipopolissacdrido purificado de Helicobacter pylori foi
obtido de M. Monteiro, NRC, Ottawa, Canadé. Uma amostra
tratada com ultrassons de células bacterianas de um isolado
clinico de M. tuberculosis foi doada por A. Kolk, KIT,

Royal Trop. Inst, Amesterddo. Os 1isolados <clinicos de
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Helicobacter pylori, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
foram obtidos do VUMC Hospital, Amesterdéo. Os
glicoconjugados sintéticos foram obtidos de Syntesome,
Munique, Alemanha, e compreendem mono- e oligossacaridos
ligados de forma multivalente a um veiculo de

poliacrilamida biotinilado, MM 40 000.

Ensaio de adesdo de DC-SIGN-Fc soluvel. A DC-SIGN-Fc
consiste na porcdo extracelular de DC-SIGN (residuos de
aminocacidos 64-404) fundida na extremidade C-terminal com
um fragmento Fc de IgGl humana. A DC-SIGN-Fc foi produzida
em células de Ovario de Hamster Chinés K1 por co-transfecéo
de DC-SIGN-Sig-pIgGl Fc (20 pg) e vetor pEEl14 (5 pg). As
concentracdes de DC-SIGN-Fc no sobrenadante foram
determinadas por um ELISA anti-IgGl Fc. O ensaio de ligacéo
de DC-SIGN-Fc foi realizado como se segue. Os
glicoconjugados e micobactérias submetidas a ultrassons
foram revestidas sobre placas ELISA a 5 pg/poco; as células
bacterianas intactas foram revestidos a 5x10'/mL; o
revestimento ocorreu durante 18 horas a temperatura
ambiente, seguida de bloqueamento com BSA a 1% durante 30
min, a 37 °C em TSM (Tris-HCl 20 mM, pH 7,4 contendo NaCl
150 mM, CaCl, 2 mM e MgCl, 2 mM). Foi adicionada DC-SIGN-Fc
soluvel (aprox. 2 pg/mL em tampdo de TSM) e a adesdo foi
realizada durante 120 min. a TA. A DC-SIGN-Fc né&o ligada
foi eliminada por lavagem e a ligacdo foi determinada por
um ELISA anti-IgGl Fc utilizando um conjugado de peroxidase
com Fc de cabra anti-humano. A especificidade foi
determinada na presenca de 20 pupg/mL de anticorpos

bloqueadores, 50 pg/mL de manano ou EGTA 5 mM.

Células. DC imaturas foram cultivadas a partir de mondcitos

na presenca de IL-4 e GM-CSF (500 e 800 U/mL,
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respetivamente; Schering-Plough; Bruxelas, Bélgica®®. No
dia 7, o fenétipo das DC cultivadas foi confirmado através
de andlise por citometria de fluxo. As DC expressavam
niveis altos de MHC de classe I e II, oMB2 (CDllb), oaXR2
(CD1lc) e ICAM-1, niveis moderados de LFA-1 e CD80, e
niveis Dbaixos de CDl4. 0Os transfetantes de K562 que
expressam DC-SIGN de tipo selvagem foram gerados por
transfecdo de células K562 com 10 pg de plasmideo pRc/CMV-

DC-SIGN por eletroporacdo como anteriormente descrito.

0S transfetantes estédveis de K562 que expressam ICAM-3
foram obtidos por eletroporacdo de pCDM8-ICAM-3 e pGK-HYG.
As células K562 foram cultivadas em RPMI 10% de FCS,
enquanto as células Kb62-ICAM-3 foram cultivadas em RPMI
10% de FCS : Iscove 5% de FCS 3:1 contendo 0,5 mg/mL de

higromicina para manter a expressdo de ICAM-3.

As células NK naif foram isoladas a partir das camadas
leucocitédrias de dadores saudaveis. Resumidamente, a fracéao
de PBMC obtida por centrifugacédo em Ficoll foi
sequencialmente esgotada de células CD14", e de células
CD3", CD4" e CD20" wutilizando classificacdo por MACS. As
células CDl14"' foram esgotadas por microesférulas de CD14
(Miltenyi Biotec) numa coluna LS (Miltenyi Biotec), e as
células CD3", CD4" e CD20" foram marcadas pelo mAbs T3B
(xCD3), CLB-T4 (xCD4), MEM97 (aCD20), e depois disso
esgotadas por microesférulas de cabra-oa-rato (Miltenyi
Biotec) numa coluna LD (Miltenyi Biotec). As células NK
assim obtidas foram rotineiramente testadas para o0s
marcadores de células NK CDle (75% a 90% de expressédo),
CD56 (80 a 95% de expressédo), os marcadores de ndo linhagem
CD3, CD4, CDl14 e CD20 (todos menos de 1% de expressdo), € O
marcador de ativacdo inicial CD69 (15% de expressdo em
células NK ndo ativadas e 75% de expressdo em células NK

ativadas 1 dia com IL-2). As populacdes de células NK
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CD5 6obscurecidas CD5 6brilhantes

e foram isoladas a partir de
células NK obtidas de MACS por classificacdo com FACS em
expressdo baixa e alta de CD56, respetivamente. As

populacdes de células NK CD5goPecurecidas o cpggbrithantes

eram
mais de 95% puras como avaliado por citometria de fluxo com

revelacdo para CD16 e CD56.

Ativacdo de DC. As DC imaturas (2x10° células/mL) foram
cultivadas durante 24 horas na presenca de IL-4 (500 U/mL,
Schering-Plough, Bruxelas, Bélgica), GM-CSF (800 U/m;
Schering-Plough, Bruxelas, Bélgica) e LPS (10 ng/mL) ou
glicolipidos de LAM (15 pg/mL). O efeito da LAM na ativacao
induzida por LPS foi determinada pré-incubando DC imaturas
(300 000 células) com AZN-D2 (40 pg/mL) durante 30 minutos,
e subsequentemente com LPS na presenca de LAM (15 pg/mL)
durante 18 horas. Os glicolipidos de LAM foram obtidos de
J. Belisle (Colorado State University e NIH (contrato NO1
AI-75320)) e continham <5 ng/mg de endotoxina. A ativacdo
foi determinada pela expressdo na superficie das células de
MHC de classe II (HLA-DR) e as moléculas co-estimuladoras

CD80, CD83 e CD86 utilizando anticorpos conjugados com PE.

Ensaio de adesdo de esférulas fluorescentes.
TransFluorSpheres modificadas com carboxilato (488/645 nm,
1,0 pm; Molecular Probes, Eugene, OR) foram revestidas com
gpl20 de HIV-1 e ICAM-3 como descrito'®. Estreptavidina foi
covalentemente acoplada as esférulas como descrito e as
esférulas revestidas com estreptavidina foram incubadas com
glicoconjugados ligados a PAA Dbiotinilados (50 pMol;
Syntesome, Munique, Alemanha). O ensaio de adesdo de
esférulas fluorescentes foi realizado como descrito™.
Foram adicionadas esférulas fluorescentes revestidas com
ligando (20 esférulas/célula) as células durante 45 minutos
a 37 °C, lavadas e analisadas por citometria de fluxo

(FACScan, Becton Dickinson, Oxnard, Ch), medindo a
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percentagem de células que tinham ligado esférulas
fluorescentes. As esférulas revestidas com LAM foram
geradas incubando esférulas revestidas com estreptavidina
foram incubadas com fragmento F(ab')2 biotinilado de IgG de
cabra anti-rato (6 ng/mL; Jackson Immunoresearch), seguida
de incubacdo de um de um dia para o outro com anticorpo de
rato anti-LAM (F30.5) a 4 °C. As esférulas foram lavadas e
incubadas com 250 ng/mL de glicolipido LAM purificado
(obtido de J. Belisle, Colorado State University e NIH
(contrato NO1 AI-75320)) de um dia para o outro a 4 °C. As
esférulas revestidas com SEA foram geradas incubando as
esférulas revestidas com estreptavidina com fragmento
F(ab')2 biotinilado de IgG de cabra anti-rato (6 ng/mL;
Jackson Immunoresearch), seguida de incubacdo de um de um
dia para o outro a 4 °C com MAb anti-LDN ou MAb anti-LDN-
DF. As esférulas foram lavadas e incubadas com 1ug/mL de
SEA de um dia para o outro a 4 °C. Essencialmente, 50x10°
células foram pré-incubadas em tampdo de adesdo (Tris-HC1
20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, CaCl2 1 mM, MgCl2 2 mM, 0,5% de
BSA) com ou sem MAbs bloqueadores (20 pg/mL) ou manano (50
ng/mL) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Foram
adicionadas esférulas fluorescentes revestidas com ligando
(20 esférulas/célula) as células e a suspensdo foi incubada
durante 45 minutos a 37 °C. As células foram lavadas e a
adesdo foi determinada wutilizando citometria de fluxo
(FACScan, Becton Dickinson, Oxnard, Ch), medindo a
percentagem de células que tinha esférulas fluorescentes
ligadas. As esférulas fluorescentes de gpl20 de HIV-1 foram

preparadas como descrito anteriormente’’.

Adesdo de DC-SIGN-Fc. As células foram incubadas com DC-
SIGN-Fc¢ durante 30 minutos a 37 °C sob condicdes de
saturacdo (concentracdo: 10 npg/mL), e subsequentemente com
Anticorpos secundadrios de cabra-a-humanos conjugados com

FITC para monitorizar a adesdo de DC-SIGN-Fc. Antes da
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incubacdo com células, a DC-SIGN-Fc foi pré-incubada
durante 10 min a TA com meio, aDC-SIGN (AZN-D1, 50 pg/mL),
manano (50 mug/mL) ou EGTA (10 mM) para determinar a
especificidade da adesdo de DC-SIGN-Fc. A adesdo de DC-
SIGN-Fc foi determinada por citometria de fluxo (FACS

Calibur, Beckman Coulter).

Micobactérias. As estirpes BCG de M. bovis (Pasteur) e
H37Ra de M. tuberculosis foram ofertas de A. Kolk (Royal
Tropical Institute, Amesterddo). A BCG de M. bovis foi
cultivada in vitro utilizando caldo 7H9 da Middelbrook
suplementado com 0,05% de Tween 80 e albumina-dextrose-
catalase. Os glicolipidos ManLAM e AralLAM foram obtidos de
J. Belisle, Colorado State University e NIH (contrato NO1
ATI-75320). As DC foram infetadas com micobactérias
cultivando-as a uma multiplicidade de infecé&o (MOT)

apropriado como indicado nas legendas das figuras.

Ensaio de ligacdo micobacteriano fluorescente. A captura e
internalizacédo de micobactérias pelas células foram
avaliadas wutilizando BCG de M. bovis conjugada com
isotiocianato de fluoresceina (FITC). As bactérias (10°/mL)
foram marcadas por incubacdo de 0,5 mg de FITC por mL em
S0ro fisioldgico tamponado com fosfato (pH  7,4) a
temperatura ambiente durante 1 hora. As bactérias pulsadas
com FITC foram lavadas trés vezes para remover FITC né&o
ligado. A captura foi determinada medindo a percentagem de
células que ligaram bactérias conjugadas com FITC
utilizando citometria de fluxo (FACScalibur, Becton
Dickinson Immunocytometry, San Jose, CA). A fagocitose foi
determinada wutilizando uma técnica de desativacdo de
fluorescéncia como descrita anteriormente?’. Em resumo, a
desativacdo de BCG de M. bovis conjugada com FITC ligada a

membrana ndo internalizada foil conseguida tratando as
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células com azul de tripano a 0,05% durante 5 minutos. A
ligacdo de H. pylori foi avaliada marcando as bactérias com
FITC e a ligacdo a DC foi investigada de forma semelhante

ao ensaio com esférulas.

Producdo de citocinas. Para a detecdo de citocinas, os
sobrenadantes das culturas foram colhidos no dia 1 e
congelados a -80 °C até andlise. Os sobrenadantes foram
analisados quanto a presenca de IL-10 e IL-12p40 por ELISA

(Biosource International, CA).

Desfucosilacdo de SEA. 0Os SEA foram desfucosilados por
incubacdo dos antigénios a 100 °C durante 1 hora em TFA
0,1M. Apds neutralizacdo, o antigénio desfucosilado foi
revestido em placas de ELISA. A desfucosilacdo enzimética
foi realizada incubando o SEA em fosfato de sdédio 50 mM,
pH=5, 0 com «al,3/4-fucosidase (0,4 mU/ng de SEA)
(Calbiochem) de um dia para o outro a 37 °C. O grau de
desfucosilacdo dos antigénios foi avaliado através da sua
aptiddo para ligar MAbs que reconhecem especificamente os
epitopos de glicano fucosilados LDN-DF e Le*, enquanto a
integridade de outros epitopos de glicanos ndo fucosilados

foi avaliada medindo a reatividade com o MAb anti-LDN.

SDS-PAGE, transferéncia de Western e revelacdo com prata.
Os SEA foram separados por SDS-PAGE sob condicgdes de
reducdo num gel de poliacrilamida a 12,5%, utilizando o
sistema Mini-Protean II (BioRad), e as proteinas
visualizadas por revelacdo com prata. Para transferéncia de
Western, as proteinas foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose (Schleicher e Schuell). A membrana foi
blogueada numa solucdo de BSA a 5% em TSM durante 2 h
seguida de incubacdo em 2 pg/mL de DC-SIGN-Fc em tampdo de
TSM contendo 1% de BSA durante 1 h. Depois de lavar, a
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membrana foi subsequentemente incubada durante 1 h em IgGl
de cabra anti-humana conjugada com peroxidase e as bandas
reativas foram visualizadas por detecdo com substrato de
CN/DAB (Pierce).

Citotoxicidade. O ensaio de libertacdo de *Icr as 4 horas
padrdo foi utilizado para avaliar a citotoxicidade mediada
por células NK. Resumidamente, 1*10° células alvo foram
marcadas como 100 pCi de °'Cr durante 1 hora a 37 °C,
exaustivamente lavadas para remover o) “ler livre,
ressuspensas a 2500 células/poco (iDC e mDC) ou 1000
células/poco (Kb62 e K562-DC-SIGN), e incubadas com células
NK durante 4 horas a 37 °C nas proporcdes indicadas e nas
condicdes indicadas. Apds 4 horas foi adicionado ligquido de
cintilacdo (Perkin Elmer) aos sobrenadantes, e a libertacédo

de °'Cr foi determinada num contador micro-b (PerkinElmer) .

Maturacdo de DC mediada por células NK. As células NK em
repouso e ativadas foram obtidas por incubacdo de um dia
para o outro em meio e IL-2 (1000 U/mL), respetivamente.
Depois disso, as células NK em repouso e ativadas foram
incubadas de um dia para o outro com DC imaturas numa placa
de 96 pocos com fundo em U (Costar) em RPMI com 10% de FCS.
As células NK foram pré-incubadas durante 10 min. a TA com
meio ou mAbs Dblogqueadores «oLFA-1 (NKI-L15, 50 mng/mL),
enquanto as DC foram pré-incubadas com meio ou mAbs
bloqueadores de «oDC-SINAL (AZN-D2, 50 pg/mL). Como um
controlo positivo, as DC foram incubadas de um dia para o
outro na presenca de LPS (2 pg/mL). A maturacdo de DC foi
avaliada por citometria de fluxo (FACS Scan, Beckman
Coulter) para os marcadores de maturacdo CD80, CD83, CDS86,

e HLA-DR por mAbs conjugados com PE ou conjugados com FITC.

Ativacdo de células NK induzida por DC. As células NK em

repouso foram incubadas durante 2 dias com DC imaturas ou
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maduras (obtidas por maturacdo com LPS) numa placa de 96
pocos com fundo em U (Costar) em RPMI com 10% de FCS. A
ativacdo de células NK induzida por DC dependente de LFA-1
foi determinada por uma pré-incubacdo de 10 min. de células
NK com mAbs contra oLFA-1 (NKI-L15, 50 pg/mL), enquanto a
dependéncia de DC-SIGN foi avaliada por uma pré-incubacéo
de 10 min. das DC com mAbs anti-DC-SIGN (AZN-D1 e AZN-D2,
50 pg/mL). Como um controlo positivo, as células NK foram
incubadas durante 2 dias com IL-2 (1000 U/mL). A ativacédo
de célula NK foi avaliada por citometria de fluxo (FACS
Calibur, Beckman Coulter) para o marcador de ativacédo

precoce CD69 por mAbs conjugados com FITC.

Imunoprecipitacdo. As células NK foram iodadas na

125I, ou biotiniladas e

superficie com 1 mCi de
subsequentemente sujeitas a lise em tampdo de lise (1% de
Triton-X -100, TEA 10 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, MgCl, 1
mM, PMSF 1 mM, 20 pg/mL de inibidor de tripsina, 20 pg/mL
de leupeptina e 20 pg/mL de aprotinina). Os ligandos de DC-
SIGN, ICAM-2, ICAM-3, e LFA-1 foram imunoprecipitados a
partir do lisado de células NK pré-tratado com prot A por
esférulas de prot A ligadas covalentemente a DC-SIGN-Fc,
oaICAM-2 (12A2), oICAM-3 (AZN-IC-3/1) e oLFA-1 (NKI-L15). Os
imunoprecipitados foram reduzidos em tampdo de amostra
(contendo 4% de SDS e 5% de b-mercaptoetanol), aquecidos

durante 5 min a 95 °C, e analisados em gradiente de 5-15%

em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Alternativamente, anticorpos especificos contra CD66acd ou
ICAM-3 ou LFA-1 foram revestidos numa placa ELISA,
subsequentemente foram adicionados lisados e incubados
durante 1 h a 4 °C para retrair as proteinas especificas. A
DC-SIGNFc foi incubada para atividade de 1ligacdo as
proteinas especificas e revelada com PO Fc de Cabra anti

humano e desenvolvida.
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Preparacdo experimental.

As células dendriticas (DC) sédo instrumentais no
manuseamento de agentes patogénicos para processamento e
apresentacdo as células T, desencadeando assim uma resposta
imunoldégica apropriada. As lectinas de tipo C expressas
pela funcdo de DC como recetores de reconhecimento de
agentes patogénicos; contudo a sua especificidade para
estruturas de hidratos de carbono em agentes patogénicos
ngdo ¢é completamente entendida. Aqui nés analisadmos a
especificidade para hidratos de carbono da DC-SIGN/CD209, o
recetor de HIV-1 recentemente documentado em DC. Os nossos
estudos mostram que a DC-SIGN se liga com alta afinidade a
glicoconjugados sintéticos contendo manose e fucose. Estas
estruturas de hidratos de carbono sdo abundantemente
expressas por agentes patogénicos como demonstrado pela
afinidade da DC-SIGN para os glicanos naturais na
superficie dos agentes patogénicos humanos Mycobacterium
tuberculosis, Helicobacter pylori, Leishmania mexicana e
Schistosoma mansoni. Surpreendentemente, estes agentes
patogénicos visam a DC-SIGN para infetar as DC mas também

para modular as respostas imunoldgicas mediadas pelas DC.

Esta andlise expande o nosso conhecimento sobre a
especificidade para os hidratos de carbono e agentes
patogénicos da DC-SIGN, e identifica esta lectina como

sendo nucle3ar nas interacdes agente patogénico-DC.

Exemplo 1: Nova Especificidade de hidratos de carbono para

a DC-SIGN

Para os estudos de ligacdo in vitro, ndés geramos uma
proteina quimérica de DC-SIGN com um marcador Fc de IgGl

humana, que ndés utilizédmos para rastrear num formato ELISA
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para a reatividade <com um painel de glicoconjugados
sintéticos contendo residuos de manose ou fucose e seus

derivados na forma multimérica.

Como descrito anteriormente, a DC-SIGN-Fc liga-se ao manano
derivado de levedura purificado e a gpl20 de HIV-1 contendo
altos teores de manose, mas também a glicoconjugados
contendo manose menos complexos isto &, manose e ol->3, ol-
>omanotriose (Tabela I, Figura 1). Surpreendentemente, a
DC-SIGN liga-se aos antigénios do grupo sanguineo de Lewis
(Le*, LeY, Le?, L&), glicano compreendendo pelo menos uma
fucose terminal ligado em ol, 3 ou al, 4 a N-
acetilglucosamina (Le*, LeY Le?, Le”, LDNF), ou O-1,2 a
Galactose (LeY, Le”) (Tabela I, Figura 1). A sialilacdo de
Le* (produzindo sialil-Le®*, um ligando de L-, E- e P-
selectina) anula completamente o reconhecimento pela DC-
SIGN, indicando que a DC-SIGN tem uma especificidade de
hidratos de carbono que é distinta daquela das selectinas
que medeiam a circulacdo de leucdcitos. A sulfatacédo
reduziu a afinidade de ligacdo de DC-SIGN para o Le*, bem
como Le* (Figura 1c). Para comparar em mals pormenor a
afinidade de ligacdo da DC-SIGN com Le* e alfa 1>3, alfa
1>6-manotriose, foram realizados estudos de titulacdo com
os diferentes glicoconjugados de ligacdo a DC-SIGN (Figura
lc). Surpreendentemente, a DC-SIGN liga-se com afinidade
muito maior ao hidrato de carbono contendo fucose Le* do
que a manotriose. A atividade de ligacdo da DC-SIGN-Fc a
estas estruturas de glicanos foi especifica, uma vez que 0s

anticorpos anti-DC-SIGN bloguearam a interacdo (Figura 1c).

Para determinar se a DC-SIGN-Fc exibe um perfil de
reconhecimento de hidratos de carbono semelhante a DC-SIGN
expressa na superficie de células, ambos o0s transfetantes
de DC-SIGN e as DC derivadas de mondcitos foram estudados

quanto a atividade de 1ligacdo de hidratos de carbono
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utilizando um ensaio de adesdo de esférulas fluorescentes
com diferente glicoconjugados (ol->3, ol->6manotriose, Le*
e sulfo-Le®) (Figura 2). Na realidade, a DC-SIGN expressa
pelos transfetantes de K562 ligou-se de forma semelhante
aos glicoconjugados que a DC-SIGN-Fc e a 1ligacdo foi
completamente inibida por anticorpos anti-DC-SIGN (Figura
2). Ainda que as DC expressem muitas outras lectinas de
tipo C na sua superficie celular, o0os nossos dados
demonstram que os glicoconjugados contendo Le* e al->3, ol-
>6manotriose sdo preferencialmente ligados pela DC-SIGN. A
interacdo é especifica, uma vez que o0s anticorpos anti-DC-
SIGN inibiram quase completamente a atividade de ligacéo.
Isto ilustra que a DC-SIGN ¢é o recetor principal nas DC
para estas estruturas de hidratos de carbono. A ligacdo de
sulfo-Le® & DC podia ser apenas parcialmente bloqueada por
anticorpos anti-DC-SIGN, indicando que outras lectinas de
tipo C nas DC competem com a DC-SIGN para ligacdo de sulfo-
Le®. Os nossos dados mostram que a DC-SIGN reconhece uma
gama mais lata de estruturas de glicanos, incluindo
antigénios do grupo sanguineo de Lewis, do que até agora
compreendido. Assim, a DC-SIGN pode ser um recetor
importante para reconhecimento de novos alvos
biologicamente relevantes expressados pelo hospedeiro, ou

alternativamente por agentes patogénicos humanos.

Exemplo 2. Nova especificidade de hidratos de carbono (Le*
e alto teor de manose) identifica novos agentes patogénicos
(Helicobacter pylori, Schistosoma mansoni, Mycobacterium
tuberculosis, Leishmania mexicana) que interagem com a DC-

SIGN

Nés investigamos subsequentemente a ligacdo de DC-SIGN aos
agentes patogénicos humanos que expressam glicanos contendo
manose ou fucose. A Dbactéria Gram negativa Helicobacter

pylori, a qual induz Ulcera pépticas e carcinoma
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gastrico?’, e o verme parasita (o agente causador de

*21 Na H. pylori, o Le&*

esquistossomose) expressam ambos Le
esté presente no lipopolissacéarido localizado na
superficie, enquanto na S. mansoni o Le* é expresso prd
todas as fases do parasita, incluindo no antigénio do ovo
soluvel (SEA)?'. A ligacdo de DC-SIGN-Fc ao lisado de H.
pylori positivo para Le* e para extrair de S. mansoni foi
forte e foi completamente inibida por anticorpos anti-DC-
SIGN (Figura 3); Quando se analisa duas formas diferentes
de LPS de Klebsiella, uma contendo extremidade de manose e
uma sem (Lenl e Lenlll, respetivamente) (Figura 3B). A DC-
SIGN expressa pelas DC também ligou-se a LPS de H. pylori
purificado (Figura 4). A ligacdo de DC as células de H.
pylori e LPS purificado podia ser completamente bloqueada
com Mab anti-DC-SIGN (Figura 4). De igual modo, os glicanos
presentes em Mycobacterium tuberculosis, o) agente
ocasionador de tuberculose, sdo ligados pela DC-SIGN
(Figura 3). 0O glicano da superficie com extremidade de
manose, lipoarabinomanano de Mycobacterium tuberculosis
contém provavelmente o sitio de reconhecimento para a DC-
SIGN. Isto é ainda apoiado pelo facto de a DC-SIGN também
ter-se ligado ao lipofosfoglicano da superficie com
extremidade de manose (LPG) expresso por um parasita
unicelular que causa leishmaniose (Figura 3). A ligacdo de
DC-SIGN & Leishmania foi descrita muito recentemente’ mas
ndés demonstrédmos aqui que o LPG é a estrutura na Leishmania
que ¢é reconhecida pela DC-SIGN (Figura 3). Nao foi
observada 1ligacdo de DC-SIGN a trés agentes patogénicos
humanos bacterianos Gram negativos clinicamente relevantes
(Escherichia «coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa) nem ao Staphylococcus aureus Gram positivo. No
entanto, outros isolados clinicos de Klebsiella que contém
um LPS com extremidade de manose ligam a DC-SIGN. Estas

constatacdes indicam que a ligacdo de DC-SIGN aos agentes
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patogénicos € seletiva, e que a especificidade de hidratos
de carbono da DC-SIGN governa um reconhecimento de agentes
patogénico mais lato do que apenas os virus tais como HIV-1

e Virus ébola'? %2,

Exemplo 3 A DC-SIGN interage com M. tuberculosis através

dos glicolipidos ManLAM

Micobactérias inteiras tais como a estirpe H37Ra de M.
tuberculosis e Calmette-Guérin (BCG) de M. bovis bacillus
foram revestidas e a interacdo de DC-SIGN com estes agentes
patogénicos foi analisada utilizando o ensaio de ligacédo de
DC-SIGN-Fc. A BCG de M. bovis é& uma estirpe de tuberculose
que ¢é quase ndo patogénica mas que retém as propriedades
imunoldgicas da tuberculose. A  DC-SIGN-Fc interagiu
especificamente com a H37Ra de M. tuberculosis e BCG de M.
bovis, uma vez que a interacdo foi inibida com anticorpos
especificos Dblogqueadores de DC-SIGN (Figura 6a). M.
smegmatis, uma estirpe ndo virulenta que ndo contém uma
extremidade de manose, ndo liga a DC-SIGN (dados néo

apresentados) .

Além do mais, uma quimera de Fc irrelevante, ICAM-3-Fc, né&o
interagiu com as micobactérias (Figura 6a). A interacédo é
mediada pelo dominio de lectina de tipo C da DC-SIGN, uma
vez que a ligacdo a M. tuberculosis e BCG de M. bovis foi
inibida pelo EGTA, manano e o anticorpo especifico contra
DC-SIGN, AZN-D1, qgue reconhece o dominio de lectina?’

(Figura 6a).

Nés investigdmos a seguir a ligacdo de DC-SIGN ao
lipoarabinomanano micobacteriano (LAM) purificado, uma vez
que a DC-SIGN tem uma alta afinidade para hidratos de

carbono contendo manose e o LAM é o componente principal
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contendo manose da parede da célula micobacteriana®’. O LAM
compreende um nucleo polissacarido rico em manose, contendo
cadeias laterais de arabinofuranosilo altamente
ramificadas, e uma ancora GPI (Figura 6b). O LAM isolado a
partir de M. tuberculosis contém residuos de manose que
consistem exclusivamente de mono-, di- e trimeros de O-D-
manoses diretamente ligadas a extremidade de
arabinofuranosilo e ¢é denominado ManLAM, enquanto o LAM
isolado a partir da M. smegmatis de crescimento répido néo
tem extremidade de manose e é denominado AralAM’' (Figura
ocb) . Surpreendentemente, o ManLAM purificado foi
eficientemente ligado pela DC-SIGN, em contraste com o
Aral.LAM (Figura 6c), demonstrando que a DC-SIGN interage
especificamente com os mono-, di- e trimeros de a-D-manoses
de ManLAM. Mesmo em concentracdes altas, a DC-SIGN néo
ligou o AralLAM, demonstrando uma alta especificidade para o
ManLAM e para a sua extremidade de manose (Figura 6d). A
interacdo de DC-SIGN com ManLAM é especifica, uma vez que a
ligacdo foi inibida por anticorpos <contra a DC-SIGN,
enquanto uma quimera de Fc irrelevante ndo interagiu com o
ManLAM (Figura 6c). A DC-SIGN interage de forma semelhante
com ManLAM e BCG de M. bovis inteira indicando que a DC-
SIGN liga as micobactérias através de ManLAM (Figura 6a e

c).

Exemplo 4 Tanto as micobactérias e o ManLAM interagem com ©

sitio de ligacdo primario da DC-SIGN

Nés utilizémos transfetantes de K562 que expressam de forma
estdvel a DC-SIGN para investigar a ligacdo de DC-SIGN
expressa na superficie celular a BCG de M. bovis e ao
componente micobacteriano  ManLAM. Estas células nao
expressam 0s recetores micobacterianos previamente

descritos Recetor de Manose (MR), CDllb e CDllc (Figura
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7a). Os transfetantes de K562 expressam niveis altos de DC-
SIGN (Figura 7a) e ligam-se fortemente ao BCG de M. bovis e
ManLAM, em contraste com as células Kb62 transfetadas de
forma simulada (Figura 7b). A interacdo ¢ blogqueada por
anticorpos especificos para DC-SIGN (Figura 7b). A
interacdo de DC-SIGN com BCG de M. bovis e ManLAM ¢é
semelhante a dos outros ligandos de DC-SIGN ICAM-3 e HIV-1
(Figura 7b) . Assim, a DC-SIGN celular liga-se
egspecificamente a BCG de M. bovis e ManLAM, como foi

observado com a DC-SIGN-Fc recombinante (Figura 6c).

O dominio de lectina de tipo C da DC-SIGN contém dois ides
de <céalcio, e o0s residuos de aminoédcidos que estdo em
contacto prdéximo com o ca’" no sitio 2 (Glu“7, Asn“g, Glu>>*

365
)

e Asn formam o nucleo do sitios de ligacdo ao ligando®’.

A alteracdo na DC-SIGN de Glu™’ para Gln (E347Q), ou de

% e Asn®® para Asp, resultou na perda completa de

Asn
ligacdo as micobactérias inteiras e ManLAM (Figura 7b e
dados ndo apresentados), analogamente como foi demonstrado
anteriormente tanto para a ICAM-3 como para a gpl20 de HIV-
1 (Figura 7b). O ca’" no sitio 1, o chamado sitio auxiliar,
coordena o posicionamento correto do sitio de ligacéo
primdrio, e a perda deste Ca’’ por mutacdo de Asp’?’, Glu’**
(E3242), Asn®’ ou Asp’” para residuos de Ala resultou na
perda completa da ligacdo de BCG de M. bovis e ManLAM

(Figura 7b e resultados ndo apresentados).

Recentemente, as requerentes demonstraram que o gsitio de
ligacdo de DC-SIGN ao seu ligando celular ICAM-3 é distinto
daquele da gpl20 de HIV-1, uma vez gque uma mutacédo
especifica na DC-SIGN (V351G) anula a ligacdo da ICAM-3,
mas ndo de gpl20 de HIV-1 (Figura 7c). Surpreendentemente,
o mutante DC-SIGN V351G também interage com a BCG de M.

bovis bem como ManLAM (Figura 7c), demonstrando que tanto o
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HIV-1 como as micobactérias ligam de forma semelhante a DC-
SIGN num sitio distinto do ligando celular ICAM-3. A
ligacdo semelhante tanto da BCG de M. bovis como do ManLAM
aos mutantes de DC-SIGN apoiam ainda mais as nossas
observacdes de que a DC-SIGN interage especificamente com o
ManLAM em micobactérias completas. A ligacdo de esférulas
fluorescentes revestidas com neoglicoproteinas distintas de
ManLAM que consistem em Arabinose, Arabinose-alfal, 5
manose, Arabinose-alfal, 5Man-alfa 1,2 Man, Ara-alfa,
1,5Man-alfa 1,2Man-alfa 1,2Man ou Arab demonstram que a DC-
SIGN reconhece particularmente no ManLam uma di-manose
(componente Man alfa 1,2) ou manosetriose (componente Man

alfa 1,2) (Figura 7D).

Exemplo 5 DC-SIGN é um recetor importante para

micobactérias nas DC

As DC imaturas expressam, além de niveis altos de DC-SIGN,
niveis altos dos recetores MR, CDllb e CDllc (Figura 8a),
os quais foram anteriormente descritos como mediando a
ligacdo de micobactérias por macrdéfagos. Nos utilizamos
anticorpos blogueadores contra estes recetores para avaliar
as suas contribuicdes para a ligacdo de ManLAM pelas DC. As
DC imaturas 1ligam-se fortemente ao ManLAM, mas ndo ao
Aral.AM, e a interacdo foi inibida pelo anticorpo especifico
contra DC-SIGN, mas surpreendentemente ndo o foi por
qualguer um dos anticorpos contra MR, CDllb ou CDllc
(Figura 8b). Tanto o EGTA como o manano inibidor especifico
para lectinas de tipo C blogueiam a ligacdo de ManLAM pelas
DC num grau semelhante aos anticorpos especificos para DC-
SIGN, demonstrando que a DC-SIGN é a lectina de tipo C
principal de ligacdo ao ManLAM nas DC imaturas que ligam o

ManLAM (Figura 8b).
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A contribuicdo principal da DC-SIGN para a interacdo de DC
imaturas com o ManLAM levou-nos a investigar se a DC-SIGN
poderia ser importante na interacdo das DC imaturas com
micobactérias inteiras. As DC imaturas interagiram
fortemente com a BCG de M. bovis (Figura 8c) .
Surpreendentemente, a DC-SIGN & um recetor importante para
a BCG de M. bovis, uma vez que 0s anticorpos contra DC-SIGN
inibiram fortemente a infecdo de DC imaturas pela BCG de M.
bovis (Figura 8c). 0Os anticorpos contra MR, CDllb e CDllc
ndo inibem a infecdo, enguanto o manano inibidor das
lectinas de tipo C blogqueou a infecdo num nivel semelhante
ao dos anticorpos contra DC-SIGN (Figura 8c). Além do mais,
o ligando de MR manose-BSA ndo inibiu a interacdo de DC com
BCG de M. bovis (Figura 8c) demonstrando que os dominios de
MR das lectinas de tipo C n&o estdo envolvidos na infecédo
das DC pela BCG de M. bovis. Tanto o anticorpo anti-MR como
a manose-BSA s&o inibidores da funcdo do MR, uma vez que
bloqueiam a ligacdo de outro ligando de MR, dextrano, as DC
(resultados ndo apresentados). Estes resultados demonstram
que a DC-SIGN ¢é a lectina de tipo C principal nas DC que
atua como um recetor para a BCG de M. bovis. Outros
recetores de tipo ndo lectina podem participar na
interacdo, uma vez gque a infecdo ndo foi completamente

inibida pelos anticorpos contra DC-SIGN (Figura 8c).

Exemplo 6 DC-SIGN facilita a captura e internalizacdo de
BCG de M. bovis pelas DC imaturas através da ligacdo do

componente da parede da célula micobacteriana ManLAM.

A seguir, nés investigamos de a DC-SIGN medeia a
internalizacdo de BCG de M. bovis utilizando azul de
tripano para desativar micobactérias conjugadas com FITC na
superficie. Células K562 transfetadas de forma simulada né&o

fagocitam a BCG de M. bovis, enquanto 50% dos transfetantes
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de K562, que expressa DC-SIGN, internalizaram a BCG de M.
bovis em menos de 45 minutos (Figura 8d). Tanto © manano
Como 0S anticorpos contra DC-SIGN bloguearam a

internalizacdo de BCG de M. bovis (Figura 8d).

As DC imaturas sdo células altamente fagocitarias e, na
realidade, em menos de 45 minutos mais de 90% das células
dendriticas que ligaram a BCG de M.  Dbovis, tinham
internalizado as micobactérias (Figura 8e). De forma
semelhante ao que foi observado para a ligacdo de BCG de M.
bovis pelas DC (Figura 8c), a fagocitose de BCG de M. bovis
¢ parcialmente blogqueada por anticorpos contra DC-SIGN
enquanto os anticorpos anti-MR e o ligando de MR manose-BSA
ndo inibiram a fagocitose observado (Figura 8e). Estes
resultados demonstram gque a DC-SIGN facilita a captura e
internalizacdo de BCG de M. bovis pelas DC imaturas através
da ligacdo do componente da parede da célula micobacteriana

ManLAM.

Exemplo 7. As micobactérias e ManLAM s&do internalizadas

pela DC-SIGN e direcionadas para os lisossomas

Recentemente, ndés demonstradmos que a DC-SIGN pode atuar
como um recetor de antigénios que internaliza os antigénios
e o0s direciona para os compartimentos lisossdédmico para
apresentacdo em MHC de Classe I11'°. Por conseguinte, o
destino da BCG de M. bovis capturada pelas DC imaturas foi
seguida por anédlises de imunofluorescéncia. As DC imaturas
foram incubadas com BCG de M. bovis conjugada com FITC
durante 2 horas e tanto a DC-SIGN como a Lamp-1 foram
reveladas (Figura 9a). A colocalizacdo observada da DC-SIGN
com a BCG de M. bovis conjugada com FITC apoia ainda mais
um papel para a DC-SIGN na captura e internalizacdo de

micobactérias (Figura 9a). As micobactérias fagocitadas sé&o
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direcionadas para 0s lisossomas, uma vez que as
micobactérias conjugadas com FITC internalizadas
colocalizam-se com a revelacdo de Lamp-1 (Figura 9a). De

forma semelhante, o ManLAM foi também capturado e
internalizado pela DC-SIGN em DC imaturas, uma vez dJue a
revelacdo do ManLAM o colocalizou com a DC-SIGN (Figura 9a)
enquanto o AralAM ndo foi internalizado pelas DC
(resultados nédo apresentados). O ManLAM internalizado
colocalizou com o marcador lisossédmico LAMP-1/CD107a em DC
imaturas (Figura 9a) indicando gque o ManLAM internalizado é
direcionado para 0s lisossomas. Assim, tanto as
micobactérias inteiras como o componente da parede celular
ManLAM s&do0 internalizados de forma semelhante pelas DC
imaturas através da DC-SIGN, o que apoia os resultados de

que a DC-SIGN interage com o ManLAM nas micobactérias.

Recentemente, ndés demonstramos que a ligacdo de ligandos ou
anticorpos sollveis a DC-SIGN desencadeia a internalizacédo
do complexo DC-SIGN-ligando para os endossomas/lisossomas
finais, e resulta na regulacdo negativa da DC-SIGN a partir
da superficie'”. Por conseguinte, nbés investigamos se a DC-
SIGN ¢é internalizada apds ligacdo do ManLAM medindo a
expressdo de DC-SIGN na superficie das células apds ligacédo
do ManLAM wutilizando um anticorpo especifico contra DC-
SIGN. Na realidade, a ligacdo de ManLAM, mas ndo de AralAM,
a DC-SIGN resulta na regulacdo negativa da DC-SIGN (Figura
9b), demonstrando que a DC-SIGN nas DC liga o ManLAM e
medeia a internalizacdo de ManLAM para os lisossomas
CD107a'. Além do mais, outros recetores de micobactérias
tais como MR, CD11b e CDhl1lc nao foram regulados
negativamente (Figura 9b). Assim, a ligacdo de ManLAM a DC-
SIGN desencadeia a internalizacéo do complexo DC-
SIGN/ManLAM, e podia possibilitar o processamento do

antigénio de ManLAM pelas DC.
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Exemplo 8. ManLAM altera a producdo de citocinas pelas DC

através da DC-SIGN

O ManLAM esta presente ndo sbé como um componente da parede
de células micobacterianas mas é também segregado a partir
de fagossomas apds ingestédo de macrbéfagos de M.
tuberculosis®!. Potencialmente, as micobactérias em
macrbéfagos infetados pode influenciar células imunitarias
espetadoras e modular a resposta imunoldgica através da
secrecéo de ManLAM. A citocina IL-10 ¢ um fator
imunossupressor potente induzida nos macréfagos por algumas
bactérias intracelulares para diminuir as respostas
imunoldgicas do hospedeiro e promover a sua
sibrevivéncia®®. Nbés investigdmos a influéncia da ligacédo
de ManLAM a DC-SIGN na producdo de IL-10 pelas DC. O ManLAM
sozinho ndo induziu a producdo de IL-10 pelas DC imaturas
(Figura 10a). Surpreendentemente, o ManLAM, mas nido o
Aral.AM, induziu fortemente a producdo de IL-10 pelas DC,
quando receberam simultaneamente uma sinal de ativacédo, tal
como o LPS (Figura 10a). Esta inducdo de IL-10 foi
completamente inibida por anticorpos especificos contra DC-
SIGN ao nivel das DC ativadas com LPS sozinhas (Figura
10a) . As observacbes de que apenas o ManLAM poderia induzir
a producdo de 1IL-10, a qual poderia ser blogueada por
anticorpos especificos contra DC-SIGN indica que a inducgéo
de IL-10 é especifica para a interacdo ManLAM/DC-SIGN. Os
anticorpos contra DC-3IGN sozinhos ndo induzem a producgédo
de IL-10 pelas DC ativadas ©por LPS (Figura 10a),
demonstrando que a ligacdo de DC-SIGN sozinha nédo ¢é
suficiente para a inducdo de IL-10. Assim, a ligacdo de
ManLAM a DC-SIGN desencadeia sinais intracelulares que
induzem a producdo de IL-10 pelas DC, indicando que as
micobactérias visam a DC-SIGN para suprimir a resposta
imunoldégica e promover a sua sobrevivéncia no hospedeiro.

Tanto as DC imaturas como as DC ativadas por LPS, sozinhas
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ou em associacdo com ManLAM, produziam qgquantidades muito
baixas de IL-12p70 (<5 pg/mL). A infecdo de DC imaturas com
BCG de M. bovis induziu um forte producdo de IL-10 que né&o
foi inibida pelos anticorpos contra DC-SIGN (Figura 10Db).
Ndo foram observadas diferengcas na presenca de ManLAM
(Figura 10b). Estes resultados sugerem que as micobactérias
induzem a producdo de IL-10 por infecdo direta bem como

pela segregacdo de ManLAM.

Exemplo 9. ManLAM inibe a ativacdo de DC mediada pelo TLR4
através da DC-SIGN

As DC imaturas sdo altamente eficazes na captura e
processamento de antigénios, enquanto as DC maduras sé&o
especializadas na ativacdo de células T naif necessérias
para as respostas imunoldgicas celulares. As DC imaturas
amadurecem em resposta a sinais de 'perigo' especificos
tais como componentes bacterianos (LPS) ou citocinas
inflamatérias (TNFa, PGE2). Ndbés investigadmos o efeito do
ManLAM na maturacdo de DC. Nem o ManLAM nem o AralLAM
induziram a maturacdo de DC, uma vez que tanto o ManLAM
como o AralAM, em contraste com o LPS gue desencadeia o
TLR4, ndo regulam positivamente a expressdo dos marcadores

de ativacdo CD80, CD83, CD86 ou HLA-DR (Figura 1lla).

As infecdes micobacterianas agudas representam sitios de
inflamacdo gque atraem e induzem a maturacdo das DC através
da presenca de componentes de maturacdo. Por conseguinte,
ndés investigédmos o efeito de ManLAM e AralAM em combinacéo
com o estimulador bacteriano LPS. A interacdo do recetor de
tipo Toll-4 (TLR4) com o LPS gera sinalizacédo intracelular,
muito especialmente através do fator de transcricdo NFkB,
que resulta em ativacdo/maturacdo das DC. Na realidade, as
DC maturam eficazmente na presenca de LPS sozinho (Figura

11b) . Surpreendentemente, esta ativacdo induzida por LPS é



77

inibida na presenca de ManLAM, uma vez que 08 niveis de
expressdo dos marcadores de ativacdo CD80, CD83 e CD86
foram consideravelmente inferiores aqueles de DC ativadas
por LPS (Figura 11b). A inibicéo observada da
ativacdo/maturacdo das DC ¢ especifica para o ManLAM, uma
vez que o AralAM né&do inibiu a ativacdo de DC (Figura 1llb).
Isto é ainda apoiado pela aptiddo de anticorpos contra DC-
SIGN, qgue inibem a ligacdo de ManLAM, para restabelecer
completamente a maturacdo induzida por LPS na presenca de
ManLAM (Figura 1lb). Estes resultados indicam que a ligacéo
de ManLAM a DC-SIGN gera sinais intracelulares que
interferem com a ativacdo de DC mediada por TLR4. Além do
mais, este processo é especifico para a interacdo ManLAM-
DC-SIGN e a ligacdo de DC-SIGN sozinha n&do ¢é suficiente,
uma vez gue os anticorpos contra DC-SIGN ndo blogqueiam a

ativacdo/maturacdo de DC induzida por LPS (Figura 11b).

Exemplo 10. Maturacdo de DC induzida por BCG de M. bovis é
inibida pelo ManLAM.

Tanto a M. tuberculosis como a BCG de M. bovis sdo capazes
de induzir a maturacdo de DC através dos seus componentes
da parede celular através de sinalizacdo mediada por TLR2 e
TLR47°7°°. Na realidade, a infecdo de DC imaturas por BCG de
M. bovis resulta na maturacdo das DC, como demonstrado pela
expressdo aumentada de MHC de classe II e das moléculas co-
estimuladoras CD80, CD83 e CD86 apdbds infecdo por BCG de M.
bovis (Figura 12a). A seguir, nds investigdmos se a ligacédo
de ManLAM a DC-SIGN impediu a maturacdo de DC induzida por
BCG de M. bovis, uma vez que as DC imaturas atraidas para
0os sitios de infecdo micobacteriana encontrardo ManLAM
segregado e micobactérias intactas. Surpreendentemente, a
maturacdo de DC induzida por BCG de M. bovis é inibida

fortemente pelo ManLAM (Figura 12b). A expressdo de MHC de
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classe II, CD80, CD83 e CD86 em DC infetadas por BCG de M.
bovis na presenca de ManLAM foi consideravelmente inferior
a em DC infetadas por BCG de M. bovis (Figura 12b). Além do
mais, a maturacdo foli quase totalmente restabelecida quando
as DC foram pré-incubadas com o anticorpo especifico
blogueador contra DC-SIGN (Figura 12b), demonstrando que a
interacdo de ManLAM com a DC-SIGN previne a maturacdo de DC
por BCG de M. bovis. Além do mais, o AralAM ndo bloqueou a
maturacdo de DC por BCG de M. bovis (Figura 1llc), uma vez
que as moléculas co-estimuladoras, CD80, CD83 e CD86, séo
expressas em niveis semelhantes em DC infetadas e DC
infetadas tratadas com AralAM. Isto indica que a interacéo
DC-SIGN-ManLAM bloqueia a maturacdo de DC induzida por LPS

bem como BCG de M. bovis.

Exemplo 11. Antigénios do ovo solUveis (SEA) de S. mansoni
ligam-se a células dendriticas imaturas (DC) humanas

através da interacdo com DC-SIGN.

Uma vez que as DC sdo fundamentais na coordenacdo das
respostas Thl-Th2, nds procurédmos um recetor da superficie
celular expresso nas DC que interagisse com o SEA de S.
mansoni. Para detetar a ligacdo de SEA as DC imaturas
humanas, foi desenvolvido um ensaio de adesdo de esférulas
fluorescentes. As esférulas fluorescentes foram pré-
revestidas com anticorpos monoclonais (MAbs) contra os
antigénios de glicanos de SEA e, em seguida, utilizadas
para capturar SEA. As esférulas conjugadas foram deixadas
interagir com as DC. O SEA é uma mistura de glicoproteinas,
contendo muitos antigénios de glicanos imunogénicos (3,
36). Os antigénios de glicanos principais presente no SEA,
e o reconhecimento destes antigénios pelos MAbs anti-
glicano, sdo representados na Figura 13. Para capturar o

SEA nas esférulas fluorescentes, ndés utilizédmos MAbs contra



79

GalNAcR1,4G1lcNAc (LDN) e GalNAcB1,4 (FuclOl, 2Fucdl, 3)GlcNAc
(LDN-DF) (Figura 13), ambos epitopos que ocorrem em muitos
glicoconjugados dentro do SEA e que estdo ausentes nas DC.
Foi observada forte 1ligacdo de SEA as DC com esférulas
fluorescentes revestidas com SEA que foram acopladas via
MAb anti-ILDN bem como via MAb anti-LDN-DF (Figura 14b). A
ligacdo de SEA as DC foi comparavel em forca a ligacdo de
gpl20 de HIV-1 as DC. Uma vez que a DC-SIGN das lectinas de
tipo C e o MR, que sdo expressos pelas DC imaturas (Figura
14a), sdo recetores potenciais para o reconhecimento de
antigénios de glicanos, ndés investigadmos se o0s anticorpos
dirigidos contra o CRD das lectinas de tipo C destas
moléculas, ou o hapteno manano poderiam inibir a ligacdo de
SEA as DC. A ligacdo de SEA as DC foi fortemente blogqueada
tanto pelo anti-DC-SIGN MAb AZN-Dl1, que se liga ao CRD da
DC-SIGN, como pelo e manano, mas ndo pelo MAb anti-MR clone
19 (Figura 14b). Estes dados indicam que a DC-SIGN n&do é
apenas um recetor de agentes patogénicos nas DC para o HIV-

1, mas também para o SEA de Schistosome.

Exemplo 12. Uma subfracdo de SEA contém ligandos de alta
afinidade para DC-SIGN.

A fim de analisar adicionalmente as propriedades de ligacédo
da DC-SIGN ao SEA de S. mansoni, nbés investigamos a ligacéo
de DC-SIGN-Fc quimérica soluvel ao SEA. Num ensaio baseado
em ELISA, a DC-SIGN-Fc mostrou ligacdo eficiente a pocos
revestido com SEA (Figura 15a). A ligacdo de DC-SIGN-Fc ao
SEA é mediada pelo CRD da DC-SIGN, uma vez que a interacéo
foi completamente inibida pelo anticorpo anti-DC-SIGN AZN-
D1, ou EGTA que remove ides Ca’’ que sdo essencials para a
ligacdo dos hidratos de carbono. A ligacdo de DC-SIGN-Fc ao
SEA é provavel que seja de alta afinidade, uma vez que foi
observada ligacéo a concentracdes muito baixas de

revestimento de SEA (Figura 16). Uma vez que o SEA contém
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muitas glicoproteinas diferentes, ndés investigdmos se um
subconjunto de glicoproteinas dentro do SEA interage com a
DC-SIGN. As glicoproteinas de SEA foram separadas por SDS-
PAGE e analisadas por transferéncia de Western com DC-SIGN-
Fc e anticorpos anti-glicano reativos com Le* e LDN-DF,
respetivamente. Entre as proteinas presentes no SEA uma
proteina principal de aproximadamente 70-80 kD, e duas
proteinas secundédrias de alto peso molecular apresentaram
interacdo com DC-SIGN-Fc soluvel (Figura 17). De forma
notavel, algumas glicoproteinas de peso molecular aparente
semelhante aquelas que reagem com a DC-SIGN-Fc ligaram-se

aos MAbs especificos para os glicanos de Le® e LDN-DF.

Exemplo 13. DC-SIGN liga-se aos glicanos a3-fucosilados.

Muitas glicoproteinas de SEA estdoc fortemente fucosiladas
(3, 36). Uma vez que foi descrito que a DC-SIGN pode exibir
ligacdo a manose e a fucose, e a transferéncia de Western
de SEA sugeriu que os glicanos Le® e/ou LDN-DF estdo
presentes nas proteinas SEA com MM aparente semelhante as
proteinas de SEA de ligacdo a DC-SIGN, ndbés explordmos se a
desfucosilacdo de SEA afeta o seu reconhecimento pela DC-
SIGN-Fc. O tratamento de SEA com a Xantomonas 01,3/1,4-
fucosidase resultou numa diminuicdo de 50% da reatividade
de MAb anti-Le* para o SEA, enquanto ndo fol observada
perda na reatividade, como esperado, com o Mab anti-LDN-DF.
O epitopo de LDN-DF contém fucose ligada o2 terminal.
Assim, 0s resultados indicam gque o tratamento com
glicosidase removeu especificamente a parte das unidades
a3-fucose presentes no SEA. A perda em 3/4 residuos de
fucose no SEA apbds tratamento com a Xantomonas ol,3/ol,4-
fucosidase também resultou numa perda de 25% da ligacédo de
DC-SIGN-Fc (resultados ndo apresentados). Estes dados

sugerem que os residuos de fucose ligados al,3/al,4 podem
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ser i1importantes para a ligacdo de DC-SIGN-Fc soltvel ao

SEA.

A seguir, nds investigamos se um ou mais dos antigénios de
SEA Le*, LDNF ou LDN-DF (ver Figura 13) fucosilados podem
atuar como ligando(s) para a DC-SIGN em SEA. Nb6és analisamos
o potencial de DC-SIGN-Fc para ligar-se a neoglicoproteinas
contendo estes antigénios de glicano por ELISA. Os
resultados mostram que a DC-SIGN-Fc interage fortemente com
a neoglicoproteina HSA-Le® e em um grau menor com BSA-LDNF,
as quais tém ambas uma o3-fucose terminal. Em contraste, a
DC-SIGN-Fc n&do liga a BSA-LDN-DF na qual a oa3-fucose ¢é
terminada com uma o2-fucose (Figura 18). A ligacdo ¢é
dependente de fucose, uma vez que ndo foi observada ligacédo
as neoglicoproteinas que tém Galpl,4GlcNAc (LN) ou
GalNAcPB1l,4GlcNAc (LDN). A ligacdo ao Le® e LDNF pela DC-
SIGN é mediada através do seu CRD, uma vez que a ligacéo
foi inibida por anti-DC-SIGN e EDTA. Em conclusdo, estes
resultados indicam gque a DC-SIGN reconhece fortemente o
trissacdrido o3-fucosilado Le* e muito provavelmente
interage com glicanos o3-fucosilados no SEA tal como Le*

e/ou LDNF.

Exemplo 14. O residuo de amino&cido Val®’! dentro da DC-SIGN

¢ crucial para ligacdo da DC-SIGN ao SEA e ao Le

O dominio de lectina de tipo C da DC-SIGN liga dois ides
ca’’ e os residuos de aminodcidos em contacto préximo com o

Ca’" no sitio 2 (Glu’*’, Asn®’, Glu>™* e Asn’®”) ou com o Ca®

350 355)

no sitio 1 (Aspwo, Gluw4, Asn e Asp sdo essenciais
para ligacdo ao ligando’’. Uma vez que os resultados acima
indicaram que o trissacdrido a3-fucosilado Le® no SEA pode
atuar como um ligando para a DC-SIGN, nds investigdmos as
propriedades de ligacdo destes antigénios aos transfetantes

de células K562 gue expressam formas mutadas de DC-SIGN. A
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mutacdo de E para Ala, ou E para Gln na DC-SIGN (Figura
19%9a) resultou na perda completa de interacdo com o SEA e o
Le*, indicando que a ligacdo a estes antigénios ¢ mediada
através do sitio de ligacdo a ligando primario e ¢é
dependente de Ca’" (Figura 19b). Isto é semelhante aos
resultados descritos para ligacdo da DC-SIGN a gpl20 de

HIV-1 *7.

Foi recentemente demonstrado gue uma mutacdo especifica no
CRD de DC-SIGN (V°°'G) permite a ligacdo de gpl20 de HIV-1,
mas anula a ligacdo a ICAM-3, um ligando de células T que
foi anteriormente demonstrado que interage com a DC-SIGN.

351

0s nossos resultados indicam que o mutante DC-SIGN V™G néo

se liga ao SEA ou Le®, enquanto se continuou a observar a

1°°! é essencial para a

ligacdo ao HIV-1, indicando que a Va
ligacdo ao SEA e ao Le*, mas ndo ao HIV-1 (Figura 19b).
Para determinar se o sitio de ligacdo de SEA se sobrepde
com os sitios de ligacdo de ICAM-3 ou HIV-1 na DC-SIGN, néds
explordmos se o SEA inibe a interacdo de DC-SIGN com ICAM-3
e gpl20 de HIV-1 num ensaio de ligacdo de DC. Os resultados
demonstram que o SEA pode inibir a interacdo entre as DC e
a ICAM-3 t&do eficazmente gquanto o MAb anti-DC-SIGN,
enquanto a ligacdo de DC-SIGN a gpl20 de HIV foi apenas
parcialmente inibida pelo SEA (Figura 19c) . Estes
resultados demonstram que o sitio de ligacdo de SEA no DC-
SIGN pode assemelhar-se ao sitio de ligacdo de ICAM-3 e
pode sobrepor-se parcialmente ao sitio de ligacdo da gpl20

de HIV-1.

Exemplo 15. L-SIGN nédo interage com a ligacdo da DC-SIGN ao
SEA ou Lewis X

A L-SIGN, um recetor de adesdo gque se assemelha a DC-SIGN
ao reconhecer as ICAM-2, ICAM-3 e gpl20 de HIV, contém um

CRD que ¢é quase idéntico ao da DC-SIGN’?, e ambos os
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recetores reconhecem N-glicanos do tipo de alto teor de
manose. 0s nossos resultados acima demonstraram uma nova
atividade de ligacdo de DC-SIGN aos glicanos fucosilados e

mostraram que a val®>!

na DC-SIGN é essencial para a sua
atividade de ligacdo. Na posicdo correspondente no CRD da
L-SIGN estd presente uma Ser em vez de Val (Figura 19a),
suscitando a questdo de a L-SIGN pode reconhecer os SEA e
Le*. A ligacdo de L-SIGN a estes antigénios fol investigada
por um ensaio de adesdo onde esférulas fluorescentes
contendo SEA e Le*-PAA, respetivamente, foram incubadas com
células Kb62 transfetadas que expressam DC-SIGN e L-SIGN
recombinantes (Figura 19e). As células K562 que expressam
L-SIGN (K-L-SIGN) ndo interagem com SEA nem com Le*-PAA,
mas apresentaram interacdo com a gpl20 de HIV-1. As células
K562 que expressam DC-SIGN (K-DC-SIGN) ligaram-se aos SEA e
Le®, como esperado (Figura 19b). Estes dados mostram que oS
dois recetores altamente relacionados DC-SIGN e L-SIGN tém
especificidade de ligacdo de hidratos de —carbono e
caracteristicas de reconhecimento de agentes patogénicos

distintas.

Exemplo 16. Nova especificidade de hidratos de carbono
prevé e confirma novas contra-estruturas celulares para a
DC-SIGN; a DC-SIGN reconhece hidratos de carbono Le® no
CD6ba presente em granuldcitos para mediar interacdes DC-

granulécitos

A DC-SIGN ¢é conhecida por interagir com ICAM-2 e ICAM-3,
contudo os ligandos de glicanos nestas moléculas ainda né&o
foram identificados. O antigénio do grupo sanguineo Le*

(CD15) ¢é expresso pelas células epiteliais da mucosa

gastrica, e por leucédcecitos polimorfonucleares
(granuldcitos) (Figura 20a); na realidade, esférulas
revestidas com DC-SIGN-Fc ligam-se fortemente aos

granulécitos (Figura 20b). Além do mais, a DC-SIGN-Fc
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também se liga fortemente aos granuldbdcitos (Figura 21). A
ligacdo é especifica para a DC-SIGN, uma vez que pode ser
inibida por anticorpos anti-DC-SIGN, manano e deplecdo de
cdlcio pelo EGTA, mas também por um anticorpo anti-Le*
indicando que a interacdo celular ¢ dependente de Le*
(Figura 20 e 21). Além do mails, um anticorpo contra Le*
reduz especificamente a adesdo observada de DC-SIGN a
CD6ba, CD6be e CDllb demonstrando que os hidratos de
carbono Le* participam, na realidade, na interacdo (Figuras
20, 54, 59D). Outras estruturas de glicanos tais como Le’ e
Le® podem estar também envolvidas, uma vez que o bloqueio
observado nao é completo. Isto demonstra que 0s
granuldécitos expressam uma glicoproteina da superficie
celular que expressa uma estrutura de glicano que ¢é

reconhecida pela DC-SIGN.

Além do mais, ndés prevemos gue com base no padrdo de
reconhecimento de hidratos de carbono da DC-SIGN (Figura
1), a DC-SIGN pode mediar também a ligacdo de DC as células
tumorails, uma vez que a expressdo de LeY estd aumentada em
muitos carcinomas incluindo os cancros do ovario, péncreas,
prbéstata, mama, célon e células ndo pequenas do pulmao??,
enquanto o sulfo-Le® estd presente em certos tumores que
expressam mucinas. Assim, estes resultados indicam gque o
reconhecimento de estruturas de hidratos de carbono
distintas pela DC-SIGN pode permitir adesdo celular mediada
pelas DC as células T, células endoteliais, PMNs bem como

as células tumorais.

Estudos de imunoprecipitacdo revelaram que a DC-SIGN-Fc né&o
se liga as contra-estruturas celulares de DC-SIGN, ICAM-2
ou ICAM-3, de granuldécitos mas liga-se a uma nova
glicoproteina com um peso de 66kD, proteina que estd apenas
presente nos granuldcitos (Figura 22a). O facto de a DC-

SIGN ligar hidratos de carbono Le* e o facto de os
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granuldécitos expressarem niveis altos de CD66a, um recetor
da superficie celular que tem Le* com um peso molecular de
66kD (Figura 22b e c¢), levou-nos a examinar a ligacdo de
CD66a-Fc a transfetantes que expressam DC-SIGN e a DC
imaturas que expressam DC-SIGN. Foi observada ligacdo forte
de CDb6oa a DC-SIGN expressada pelas DC e pelas
transfetantes de DC-SIGN (Figura 23c), de maneira
semelhante a observada para a ligacdo de ICAM-3 (Figura
23b). As esférulas ndo revestidas ndo interagem com estas
células (Figura 23a). A interacdo de CD66a com DC-SIGN
pareceu mais forte do que a interacdo ICAM-3-DC-SIGN
anteriormente descrita. Estes dados indicam gque o CD66a é
uma nova contra-estrutura celular de DC-SIGN e ©pode
desempenhar um papel importante na mediacdo das interacdes
celulares DC-granuldcitos que desempenham um papel nas

respostas imunoldégicas inatas.

Exemplo 17. DC-SIGN liga-se fortemente a um subconjunto de

células no sangue periférico.

Para determinar se a DC-SIGN interage preferencialmente com
células T naif que expressam niveis altos de ICAM-3, como
foi previamente postulado, nds comecamos por investigar a
ligacdo de DC-SIGN a populacdo total de células PRL.
Surpreendentemente, a DC-SIGN-Fc interagiu com uma
populacdo de células CD3” que eram CD56' e pertencia ao
subconjunto de c¢élulas NK (Figura 24). Além do mais, a
interacdo foi dependente da concentracdo (Figura 25) e
podia ser bloqueada com anticorpos contra DC-SIGN (Figura
24 e 25). As células NK CD56' no sangue podem ser divididas
em duas populacdes de células: células NK CD5eoPscwrecidascpy g*
e CD5e'"™nosdscple”  (Figura 26). A DC-SIGN-Fc ligou-se
especificamente & populacdo NK CD5ePecurecidasepigt o g
interacdo podia ser inibida por anticorpos anti-DC-SIGN

(Figura 26). A ICAM-1-Fc ndo interagiu com a populacdo NK
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CcD5eoPscurecidascp] 6% demonstrando que a interacdo de DC-SIGN-
Fc é especifica e ndo mediada pelo marcador Fc. Ambas as
populacdes de células NK foram capazes de interagir
especificamente com a ICAM-1-Fc apds ativacdo da sua R2
integrina LFA-1 (Figura 26). Assim, estes <resultados
indicam que as DC interagem com as células NK
CD5goPseurecidascp) 6f  gtravés da DC-SIGN. Surpreendentemente,
ambas as populacdes de NK tém niveis semelhantes de ICAM-2
e ICAM-3, indicando que a DC-SIGN pode ligar outros novos
ligandos na populacdo NK CD56°°S°Urecid@scple®, Na realidade, a
imunoprecipitacdo revela que a DC-SIGN-Fc 1liga, além da
ICAM-2, também uma molécula com peso molecular de 166 kDa
(Figura 27). Este ligando poderia ser o CDle6 ou CDl6, o
qual estd fortemente glicosilado e é apenas expresso em

células NK.

Exemplo 18. DC-SIGN medeia a interacdo DC-células NK e esta

envolvido na lise de DC imaturas pelas células NK.

Para investigar se a interacdo de DC-SIGN com células NK é
relevante na resposta imunoldégica mediada por NK, nds
investigédmos a lise das DC pelas células NK e a maturacéo
de DC pelas células NK; dois processos que foram
recentemente identificados como desempenhando um papel

importante na imunidade inata.

A DC-SIGN n&do inibiu a maturacdo das DC pelas células NK
(Figura 28) mas estava fortemente envolvida na lise de DC
imaturas mediada pelas NK (Figura 29), uma vez dque 08
anticorpos contra DC-SIGN inibiram a lise mediada por NK
das DC. Estes dados indicam que a DC-SIGN regula a
interacdo de DC imaturas com células NK ligando um proteina
de 166 kDa nas células NK cCD5eoPecvrecidascpig® | Esta interacdo
DC-SIGN-células NK melhora também fortemente a lise mediada

por NK de 1linhas de células transfetadas com DC-SIGN
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(Figura 30), enquanto os anticorpos contra DC-SIGN inibem a
lise. Estes resultados indicam que a DC-SIGN pode ser
importante na interacdo das DC com células NK e qgue a

inibicdo desta interacdo previne a lise mediada por NK.

Exemplo 19. DC-SIGN interage com o Virus herpes simplex

tipo 1 e 2

Resultados anteriores demonstraram que a DC-SIGN interage
especificamente com o HIV-1°° e recentemente foi publicado
que a DC-SIGN liga-se ao Virus ébola’’. Por conseguinte,
nés investigdmos se a DC-SIGN e o seu hombélogo L-SIGN podem
interagir com outros virus, que contém proteinas de
envelope glicosiladas. Surpreendentemente, a DC-SIGN-Fc
liga-se fortemente ao Virus herpes simplex (HSV)-1 e -2, e
esta 1nteracdo ¢é especificamente inibida por anticorpos
contra DC-SIGN (Figura 31). Uma analise adicional demonstra
que a DC-SIGN interage com a glicoproteina gB de HSV
(Figura 32), uma vez gque a DC-SIGN expressa pelas DC e
transfetantes liga-se fortemente a esférulas revestidas com
gB. Esta interacdo é blogueada com anticorpos anti-DC-SIGN
(Figura 32). A DC-SIGN ¢& especificamente expressa pelas DC
e a L-SIGN ¢é expressa pelas células endoteliais sinusoidais
do figado (LSEC) e algumas populacdes de macrdédfagos. Estes
dados indicam que tanto a DC-SIGN como a L-SIGN poderiam
estar envolvidas na interacdo de HSV com DC e LSEC,
respetivamente. Na realidade, a DC liga-se fortemente a gB
de HSV-1 e as interacdes sdo mediadas pela DC-SIGN, uma vez
que os anticorpos contra DC-SIGN bloqueiam esta interacéo
(Figura 32). Assim, a interacdo de DC com HSV é mediada
pela DC-SIGN e esta lectina de tipo C poderia gser
importante na infecdo de DC por estes virus. Além do mais,
estes dados poderiam sugerir que estes virus visam a DC-

SIGN em DC ndo sé para infetar estas DC mas também para
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fugir a resposta imunoldgica modulando a funcdo das DC como

nés demonstrdmos para as micobactérias e HIV-1.

Exemplo 20

Materiais e métodos ©particulares a este exemplo e
relevantes para as experiéncias descritas nas legendas das

figuras 33 a 66.

Estirpes bacterianas.

Isolados <c¢linicos de H. pylori de diferentes origens
geograficas (Paises Baixos, Canadéa, Poldnia, Itdlia e
Republica Popular da China) foram anteriormente descritos”,
bem como a estirpe NCTC 11637 de H. pylori e variantes de
fase 1lc, K4,1, K5,1, 3a, e 1b’. Foram descritos o mutante
4187E de H. pylori e a geracdo de mutantes anulados futA
(gene HP0379) e futB (gene HP0651)'. 0 isolado clinico de
H. pylori J223 foi obtido de Dr. H.P. Wirth °. Variantes
positivas e negativas para Le*¥ de J223 foram isoladas como
anteriormente descrito’. Resumidamente, bactérias da
biopsia foram inoculadas em placas Dent (Adgar Columbia, 5%
de sangue de cavalo + suplemento Dent), seguida de uma
Unica passagem em fase liquida (caldo Brucella + 3% de soro
fetal de vitelo) e distribuicdo sobre meio sdélido, apds o
que ocorreu a detecdo de variantes de fase de LPS por
transferéncia de colénias’. A genotipagem através de
andlise por Polimorfismo de Comprimento de Fragmento
Amplificado (AFLP) foi realizada como descrito na
referéncia®® com as seguintes modificacdes: : Num volume
final de 20 mL, 20 ng de ADN cromossdmico purificado foi
digerido com 1 U de EcoRI (Pharmacia, Uppsala, Suécia) e 1
U de MselI (New England Biolabs, Beverly, MA). O volume

final foi em seguida aumentado até 30 mL por adicdo de 50
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pmol de cada um de adaptador EcoRI e adaptador MseI, 1,2 U
de T4 ADN-ligase (Pharmacia), ATP 1 mM e tampdo de ligase.
Os adaptadores foram deixados ligar-se aos fragmentos de
restricdo durante 16 h a 167 °C, apds o que a amostra foi
diluida com &gua destilada num volume final de 500 mL. O
iniciador EcoO (50-AGACTGCGTACCAATTC-30 ; Isogen
Bioscience, Maarssen, Paises Baixos) marcado com Vermelho
do Texas fluorescente e o iniciador  MseO (50 -
GACGATGAGTCCTGAG-30) ndo marcado foram utilizados para
amplificacédo do ADN num sistema de PCR GenelAmp
termociclador 9700 (PerkinElmer) com 35 ciclos:
desnaturacdo (30 s a 94 °C), emparelhamento (30 s a 65 -
56 °C), e prolongamento da molécula de ADN (60 s a 72 °C).
Nos primeiros 12 ciclos, a temperatura de emparelhamento
foi diminuida 0,7 °C por ciclo. Apds conclusdo do programa
de ciclos, cada amostra foil analisada de acordo com as
instrucdes do fabricante num sequenciador de ADN automatico
Vistra 725 (Amersham Life Science). As imagens
fluorescentes de AFLP foram armazenadas como ficheiros TIFF

com o software Vistra 2 TIFF (Amersham).

Anticorpos monoclonais e glicoconjugados.

As estirpes de H. pylori e variantes de fase foram
serotipados como anteriormente descrito® com os seguintes
anticorpos monoclonais (mAbs): Hpl51, especifico para LeY,
6H3, especifico para Le® monomérico e 4D2, especifico para
H tipo 1 (todos os trés uma oferta generosa de R. Negrini,
General Hospital, Brescia, Ité&lia). MAb 54.1F6A, especifico
para Lewis x polimérico (uma oferta generosa de G. van Dam,
Leiden, Paises Baixos), NAM61-1A2, especifico para o
antigénio i (uma oferta generosa de D. Blanchard, Regional
Blood Transfusion Service, Nantes, Franga)m. Os MAbs AZN-
D1 e AZN-D2°' foram utilizados para bloquear a DC-SIGN e o

MAb Clone 17 (uma oferta generosa de S. Gordon, University
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of Oxford, UK) foi utilizado para bloquear o recetor de
manose. Os glicoconjugados sintéticos (Syntesome, Munique,
Alemanha) compreenderam mono- e oligossacaridos que foram
ligados de forma multivalente a um veiculo de
poliacrilamida. Antigénios Le* diméricos, triméricos e
tetraméricos ligados a ceramida foram uma oferta generosa
de R.R. Schmidt, University of Konstanz, Alemanha, e foram

sintetizados como descrito’’.

Células

As DC imaturas foram geradas cultivando mondécitos em RPMI-
1640/10% de FCS na presenca de IL-4 (500 U/mL, Schering-
Plough, Kenilworth, NJ) e GM-CSF (800 U/mL, Schering-
Plough) durante 5-8 dias®. As células K-562, células K-
562-DC-SIGN e macréfagos RAW 264.7 foram cultivados como

descrito’!.

Ligacédo bacteriana

As células H. pylori foram marcadas com FITC. As células
(50 000) em TSM com 0,5% de BSA foram pré-incubadas com 20
ug/mL de mAb, 200 ug/mL de manano ou EDTA 10 mM durante 10
min a TA. As bactérias marcadas com FITC (10
bactérias/célula) foram adicionadas e incubadas durante 45
min a 37 °C. As amostras foram analisadas por citometria de

fluxo.

Ensaio de adesdo de DC-SIGN-Fc soluvel.

O ensaio de adesdo de DC-SIGN soluvel foi realizado por
ELISA*?. o0s antigénios (3,75 x 10° células bacterianas/poco
ou 5 ng/mL, no caso de LPS ou glicoconjugados) foram
revestidos em placas de ELISA e a ligacdo de DC-SIGN-Fc
soltvel (1 Og/mL em TSM) foi determinada por um ELISA anti-
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Ig humana-Fc. Quando indicado, a DC-SIGN-Fc foi pré-
incubada com 20 ug/mL de mAb, 200 ug/mL de manano ou EDTA 5

mM durante 10 min a temperatura ambiente.

Imuno-histoquimica

Apds consentimento informado pelos doentes, foram
recolhidas 2 biopsias antrais durante gastroscopia.
Criosseccgdes de tecido foram fixas em acetona e incubadas
com AZN-D1 seguido de anti-rato-HRP. A revelacdo foi
realizada com o kit ABC-AP Vectastain e AEC (Vetor
Laboratories, Burlingame, CA) e secc¢des foram submetidas a
revelacdo de contraste com hematoxilina. Em paralelo, a
outra biopsia foi analisada quanto a infecdo por H. pylori
por incubacdo em meio de urease durante 12 h. Ndo foram
observadas diferencas na morfologia e revelagdo entre

individuos ndo infetados e infetados.

Ativacdo de DC e diferenciacdo Thl/Th2

A fim de analisar a maturacdo, as DC (180 000 células)
foram incubadas com H. pylori durante 1 h a uma
multiplicidade de infecdo (M.0.I) de 1, 5, 10, 20, lavadas
e cultivadas durante 20 h. As células foram analisadas
quanto aos marcadores de maturacao (CD80, CD86, CD83, HLA-
DR) por citometria de fluxo e o sobrenadante foi recolhido
para ELISA de citocinas?’. Para diferenciacdo das células
T, as DC foram cocultivadas com H. pylori (M.0O.I de 10)
durante 2 dias, lavadas e incubadas com células T CD45RA+,
CD4+ (5 000 células T/20 000 DC). Em paralelo, as DC foram
analisadas gquanto aos marcadores de maturacdo, descritos
acima, e a producdo de citocinas apbds estimulacdo com J558
transfetadas com CD40L (oferta generosa de P. Lane,
University of Birmingham, UK) na presenca ou auséncia de

IFN-O (1000 U/mL).
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As células T quiescentes foram novamente estimuladas com
PMA (10 ng/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e ionomicina
(1 pg/mL, Sigma-Aldrich) durante 6 h, as ultimas 5 h na
presenca de Dbrefeldina A (10 pg/mL, Sigma-Aldrich). A
producdo de células Unicas de IL-4 e IFN-y foi determinada

por citometria de fluxo intracelular®’.

Resultados

Foi demonstrado que a DC-SIGN tem uma especificidade de
hidratos de carbono para hidratos de carbono que contém
manose, antigénios de Lewis e estruturas que contém GlcNAc
(Figura 33, 34, 63-66) . Nos demonstramos que a
especificidade de hidratos de carbono da L-SIGN ¢&
diferente, uma vez gue ndo reconhece estruturas de hidratos
de carbono de antigénios de Lewis enquanto reconhece
estruturas com teores elevados de manose (Figura 33 e 34).
O homélogo murideo mSIGNR1 reconhece, de forma semelhante a
DC-SIGN, antigénios com alto teor de manose e antigénios de
Lewis, mas tem também especificidade para antigénios de
Lewis sialilados em contraste com DC-SIGN e L-SIGN (Figura
33 e 34).

A DC-SIGN é uma lectina de tipo C em particular altamente
expressa em Células dendriticas. A sua funcdo é reconhecer
antigénios e processé-los e apresentéd-1los muito

eficientemente em moléculas MHC de classe I e II.

Julga-se desde h&d muito que a DC-SIGN ¢é um recetor de
reconhecimento de agentes patogénicos que reconhece agentes
patogénicos para ativar o sistema imunitdrio, mas como
parece agora, a longa 1lista de agentes patogénicos que
visam a DC-SIGN persistem todos e escapam a imunidade por

diferentes mecanismos. Nbés temos agora quatro exemplos de
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agentes patogénicos que visam a DC-SIGN para sobreviver no

hospedeiro.

1. HIV-1 e HCV visam a DC-SIGN para se 'esconderem' dentro
das DC e escaparem ao encaminhamento intracelular para o
compartimento lisossdmico.

2. A secrecdo de ManLam por micobactérias wvisa a DC-SIGN
para induzir a modulacdo negativa da maturacdo das DC
induzida pelos TLR, e inducédo de IL-10.

3. o agente patogénico gastrico humano Helicobacter pylori
persiste: Variantes de fase de lipopolissacaridos modulam o
equilibrio Thl/Th2 através da interacdo com a célula
dendritica lectina DC-SIGN.

4. Os lactobacilos visam a DC-SIGN nas DC e induzem células
T reguladoras, a inibicdo do reconhecimento de lactobacilos
pela DC-SIGN reduz o estado regulador das células T. Por
conseguinte, ¢é suposto que a DC-SIGN seja um recetor gue
reconhece 'normalmente' auto-antigénios a tolerar (Annual
Review Immunology, 2004). Noés demonstramos aqui que a
abordagem de DC-SIGN por lactobacilos pode, de facto,
induzir células T reguladoras. Além disso, parece que a DC-
SIGN pode reconhecer também o antigénio tumoral CEA (CD66e)
em particular Lewis X e Y. Estes antigénios tumorais podem
ser segregados e suprimem a ativacdo de DC de uma maneira

semelhante ao ManLam das micobactérias da tuberculose.

A interacdo de DC com granuldécitos é elucidada pelo facto
de a DC-SIGN reconhecer os CD66a e CDllb em granuldcitos.
Em particular, ¢é reconhecido o antigénio Lewis X nestas
moléculas. Dessa maneira, a DC-SIGN atua como um recetor de
adesdo celular que medeia as interacdes celulares dos
granuldécitos com DC. Esta funcdo adesiva celular entre
granulécitos e células dendriticas nunca foi descrita mas é
provavel que a interacdo granuldécitos-DC seja essencial

para formar uma ponte entre a resposta imunoldgica inata e
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a resposta imunoldgica adaptativa, de tal forma gue o
granulbécito passa os agentes infecciosos as DC construindo
uma resposta imunoldgica adeguada. Em particular, o)
granuldécito ativa e matura as DC, induzindo a regulacéo
positiva de citocinas e moléculas co-estimuladoras que s&o
necessarias para a migracdo das DC e iniciacdo da resposta
imunoldégica adaptativa. A interacdo das DC com 0s
granulécitos é também observada in vivo no caso da doenca
de Crohn. Um novo agente patogénico que interage com a DC-
SIGN nas DC ¢é a Neisseria Meningitidis. As estirpes
variantes demonstram que, em particular, uma estirpe
mutante IgtB interage, a qual contém um residuo de GlcNAc
na posicéao final. Outras experiéncias (Figura ©66)

demonstram que a DC-SIGN também reconhece a GlcNac.
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REIVINDICACOES

1.Utilizacdo de um glicoconjugado que compreende um
antigénio tumoral e um antigénio Lewis X ndo sialilado
capaz de se ligar a DC-SIGN numa célula apresentadora
de antigénios para a preparacdo de uma composSicdo para
estimular uma resposta imunoldgica contra o antigénio

tumoral num individuo.

2.Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1 em que o
antigénio tumoral é um péptido ou glicolipido capaz de
ser apresentado no contexto de MHC de classe I ou

classe II ou Cl b.

3. Composicdo para ser utilizada na estimulacdo de uma
resposta imunoldgica contra um antigénio tumoral num
individuo, em que a referida composicdo compreende um
glicoconjugado do antigénio tumoral e um antigénio
Lewis X ndo sialilado capaz de se ligar a DC-SIGN numa

célula apresentadora de antigénios.

4. Composicdo para ser utilizada de acordo com a
reivindicacdo 3 em que o antigénio tumoral €& um
péptido ou glicolipido capaz de ser apresentado no

contexto de MHC de classe I ou classe II ou Clb.

Lisboa, 24 de novembro de 2015
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Fig. 7
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Fig. 13
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ligagio de HBW
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Fig. 32
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Fig. 33A

mSIGNR1 liga hidratos de carbono
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Fig. 33C
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Fig. 34
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DC-SIGN-FC liga proteinas do envelope de HCV
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Fig. 36

DC-SIGN & L-SIGN celulares ligam as profeinas E1 ¢ B2 de HOV
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Fig. 36D

Residuos de aminoacidos essenciais na Higacdo de DC-SIGN aos seus
figandos gp120 e proteinas do envelope de HCV
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Fig. 37

HCV é internalizado por DC-SIGN e L-SIGN;
via de internalizacéo depende da linha celular
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Fig. 38

DC imaturas e maduras ligam HCV através de DG-SIGN
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Fig. 39

DC imaturas capturam e internalizam HCV através de
DC-SIGN; HCV é direcionado para os endossomas iniciais
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Fig. 40

DC imaturas internalizam os hidratos de
carbono através de DC-SIGN
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Fig. 41

Ligacao de HCV a secgdes de Figado
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Fig. 42

Antigénios do grupo sanguineo de Lewis e algumas
das suas subestruturas ligam-se a DC-SIGN
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Fig. 43

Ligacao de H. pylori é dependente da expressao
dos antigénios de Lewis.
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Fig. 44

Variacado de fase de LPS em H. pylori ocorre in vivo.
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Fig. 45

DC-SIGN & expressa em DC gastricas e é o recetor
principal para H. pylori positivas para Le
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Fig. 46

Ligacao de H. pylori induz aumento dependente de
DC-SIGN na producgao de 1L-10 e IL-12, mas nenhuma
alteracédo na tL12p70.
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Fig. 47

ligacao de H. pylori a DC-SIGN induz a alteracao
de células T naif em Th2.
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Lactobacilos induzem maturacio parcial das DC
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Perfis de citocinas induzidos em DC por factobacios
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Ligagao de bacérias probicicas atranfetantes de DC-SIGN
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Fig. 53

PMN exprassam o ligando de DC-SIGN Lewis* e ligam-se com
alta afinidade 3 DC-SIGN recombinants.
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Fig. 54

CEACAM1 expressa em PMN é um ligando de DC-SIGN
e liga-se através das suas unidades de Lewis®,
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Fig. 55

DC-SIGN celular expressa em transfetantes K562 e
DC imaturas liga CEACAM1 nativa de PMN.
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Fig. 56
DC-SIGN esta envolvida no agrupamento de DC ¢ PMN.
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Fig. 57

Logcalizacdo de PMN & DC na mucosa do colon de
doentes com doenca de Crohn.
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Fig. 58

PMN ativam as DC imaturas através de ligacdo da DC-SIGN.
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Fig. 58
DC-SIGN liga Lex que sxpressa CD11b presentes em neutrdfilos
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Fig. 59D

DC-SIGN liga CD66acd e CD11b em PMN
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Fig. 60

DC-SIGN liga Lewis em CD11b
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Fig. 81
DC-SIGN liga células tumorais que expressam CDE6e
DC-SIGN liga o antigénio tumoral CDEBe=CEA
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DC-SIGN reconhece LeLe” em D6 em células tumorals
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% de DC-SIGNFc ligada a células
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DC-SIGNFc liga células CHOPS que expressam GlcNAc
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Fig. 66
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