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DESCRIPCION
Usos de DC-SIGN y DC-SIGNR para inhibir la infeccién por el virus de la hepatitis C.

A lo largo de esta solicitud se ha hecho referencia a diversas publicaciones mediante numeracién ardbiga. Las citas
completas de estas publicaciones se pueden encontrar al final de la memoria descriptiva inmediatamente antes de las
reivindicaciones.

Antecedentes de la invencion

El virus de la hepatitis C se reconocié por primera vez en 1989 y es responsable de la mayoria de los casos de
hepatitis no A, no-B. [1] Las infecciones son tipicamente crénicas y para toda la vida; muchos individuos infectados
estdn sanos y permanecen sin afecciones durante décadas, mientras que otros desarrollan hepatitis crénica o cirrosis,
conduciendo esta ultima a menudo a carcinoma hepatocelular. [16] Aunque la exploracién del suministro de sangre
ha disminuido de forma espectacular nuevas transmisiones del virus, existe una gran cohorte de individuos infectados
que requerirdn tratamiento en las siguientes décadas. Algunos informes estiman que aproximadamente el 3% de la
poblacién mundial (incluyendo aproximadamente 4 millones de personas en los Estados Unidos) estd infectada con
el VHC. [2] Se estima que 170 millones de personas en todo el mundo, incluyendo aproximadamente 4 millones
de personas en los Estados Unidos, estdn infectadas con el VHC. Los individuos infectados tienen o desarrollardn
enfermedad hepatica con consecuencias clinicas que varian desde un estado de portador asintomatico hasta hepatitis
activa y cirrosis. La infeccién crénica también esta fuertemente asociada con el desarrollo de carcinoma hepatocelular.
La infeccion por VHC y sus secuelas clinicas son las causas principales de transplante de higado en los Estados Unidos.
Actualmente no se dispone de vacunas. Actualmente se usan varias preparaciones de interferén alfa e interferén alfa-
2b mds ribavirina para el tratamiento de la hepatitis C crénica. [32] Los mejores porcentajes de respuesta a largo
plazo se obtienen con una combinacién de interferén alfa-2b y ribavirina. Sin embargo, solamente una minoria de los
sujetos tratados con esta combinacion consigue el resultado deseado de ausencia de ARN de VHC sérico detectable 6
meses después de interrumpir el tratamiento. [32] El tratamiento éptimo con estos farmacos para todos los individuos
infectados, incluyendo los co-infectados con VIH-1, no se ha establecido debido a que los datos de la dindmica
viral en respuesta al tratamiento son escasos. El interfer6n alfa y la ribavirina son agentes antivirales no especificos
con mecanismos de accién que no se entienden completamente. También estdn asociados con toxicidades graves y
peligrosas para la vida, incluyendo neutropenia, anemia hemolitica y depresion grave.

Hay una necesidad urgente de nuevos agentes terapéuticos para combatir la infeccién por VHC. Una diana par-
ticularmente atractiva para la terapia antiviral es la entrada de VHC en células diana, ya que estos inhibidores no
necesitan atravesar la membrana plasmatica ni modificarse intracelularmente. Ademads, la entrada viral es generalmen-
te una etapa limitante de velocidad que estd mediada por estructuras conservadas en el virus y la membrana celular.
En consecuencia, los inhibidores de la entrada viral pueden proporcionar una supresion potente y permanente de la
replicacién viral.

El genoma del VHC es una molécula de ARN de 9,4 kilobases de sentido positivo, de una sola cadena, que codifica
una Unica poliproteina de ~3000 aminodcidos. [42] Se han caracterizado varios aislados y se ha descubierto que mues-
tran una diversidad de secuencia considerable. Las secuencias de los virus se pueden dividir en genotipos principales
(que presentan una identidad de secuencia <70%), y adicionalmente en subtipos (que presentan una identidad de 80-
90%). [53] El genotipo 1 (subtipos lay 1b) predomina en América del Norte, Europa y Jap6n. [46] No hay diferencias
claras en la patologfa asociada a los diferentes genotipos.

A pesar de la diversidad de secuencia entre aislados, muchas caracteristicas son comunes. El ARN genémico
contiene una regién no traducida (NTR) 5’ larga de aproximadamente 340 nucledtidos, seguida de una tnica fase de
lectura abierta (ORF) larga que codifica una poliproteina de aproximadamente 3000 aminoécidos. [42] Una corta NTR
3’ va seguida de una secuencia de poliA y 98 nucledtidos muy conservados (la region “X”). La traduccion del ARN
estd mediada por un elemento IRES en la NTR 5°. El precursor de la poliproteina se procesa para generar al menos diez
proteinas: desde el extremo amino al carboxi, éstas se denominan C, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y
NSS5B. [19] La proteina C constituye la nucleocdpsida; la E1 y la E2 son glicoproteinas de la envuelta transmembrana;
la p7 tiene funcién desconocida; las diversas proteinas NS son proteinas no estructurales con funciones de replicacion.
La escisién de la poliproteina en la region estructural (C-p7) se cataliza en el reticulo endoplasmico (RE) por peptidasas
sefial celulares. La escision de la poliproteina en la regién no estructural (NS2-NS5B) estd mediada por proteinasas
codificadas por el VHC. La NS2 y la NS3 constituyen una proteasa que escinde la unién NS2-NS3. La NS3 es una
proteina de funcién dual, que contiene en su extremo amino un dominio de proteasa de serina responsable de la escision
en los sitios restantes en el precursor, y un dominio de ARN helicasa/NTPasa en su extremo carboxilo. Se piensa que
la NS4A potencia o dirige la actividad proteasa de NS3, mientras que las funciones de la NS4B y la NS5A no estidn
claras. La NS5B es una ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y la subunidad catalitica de la replicasa para
el virus. Esta enzima reconoce el extremo 3’ del ARN vy realiza la sintesis del ARN para crear un ARN de cadena
negativa. El extremo 3’ de la cadena negativa se reconoce después de forma similar por la RdRp para iniciar la sintesis
de moléculas de ARN de cadena positiva. Segtin se obtienen estos ARN virales de la progenie, se empaquetan en
viriones de ensamblaje. Las particulas de VHC se introducen en el RE y se transportan al exterior de la célula por
vesiculas microsomales. [42]
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Hay pocos modelos animales para la infeccién por VHC. Estos incluyen el chimpancé [22] [27] [45], que es una
especie en peligro. Otro modelo es el modelo SCID-BNX, en el cual se implanta a ratones inmunodeficientes tejido
hepatico humano que estd infectado con VHC como se ha descrito. [54] Los estudios de la replicacién viral in vitro
han dependido en gran medida de la infeccién de lineas celulares o de cultivos hepdticos primarios con sueros de
pacientes infectados por VHC. [4] [5] [23] [24] [26] [29] [44] [51] Sin embargo, los niveles de ARN viral en estos
cultivos infectados son muy bajos y solamente se pueden detectar por PCR. [4] [5] [23] [24] [26] [29] [44] [51] En un
importante avance reciente, Lohmann et al. [30] sustituyé los genes estructurales de un genoma completo de subtipo 1b
con el gen de la neomicina fosfotransferasa seguido por el IRES del virus de la encefalomiocarditis. En la construccién
resultante, el gen de la fosfotransferasa estaba cadena abajo de la NTR 5° del VHC (que contiene el IRES del VHC),
mientras que los genes no estructurales del VHC estaban aguas abajo del IRES del virus de la encefalomiocarditis.
Se transcribi6é el ARN de esta construccién y se introdujo por transfeccion en la linea celular de hepatoma humano,
Huh-7. Después de la seleccion en neomicina, se obtuvieron lineas celulares que mostraron una fuerte replicacién
del mini-genoma introducido por transfeccion; el ARN viral se pudo detectar por andlisis de Northern y las proteinas
virales se pudieron detectar por inmunoprecipitacion. Existe una necesidad urgente de modelos animales adicionales
de infeccion por VHC.

La entrada del VHC en las células hospedadoras requiere la unién de la particula viral a la superficie celular,
seguida de la fusion de la envuelta viral con la membrana celular. Este proceso estd mediado por las glicoproteinas de
la envuelta viral E1 y E2. Se ha sugerido que dos proteinas, denominadas E1 y E2 (correspondientes a los aminodcidos
192-383 y 384-750 de la poliproteina de VHC respectivamente), son proteinas externas de la envuelta viral que son
responsables de la unién del virus a las células diana. La E1 y la E2 del VHC se han expresado de forma recombinante
en varias formas y usando una diversidad de sistemas de expresion. Dos informes recientes han descrito la fusién y la
entrada mediada por ectodominios de E1 y E2 fusionados con el dominio TM de la glicoproteina de la envuelta G de
VSV. [28] [49]

En sistemas de expresion basados en células de mamifero, el peso molecular de la E1 madura de longitud completa
es ~35kD yeldelaE2es ~72kD. [19] [31] [48] Los restos amino-terminales de la E1 y E2 maduras se determinaron
de forma experimental. [21] El procesamiento endoproteolitico de la poliproteina de VHC convierte la E1 y la E2
en proteinas ancladas a la membrana de tipo 1. [19] [48] Ademds, la E1 y la E2 forman heterodimeros asociados
de forma no covalente, denominadas en este documento en lo sucesivo E1/E2. [8] [19] [37] [41] Los heterodimeros
E1/E2 procesados completamente no se exportan a la superficie celular, pero se mantienen en el RE, donde sucede
la gemacién del VHC. [9] [10] [11] [12] [43] Los andlisis de los patrones de glicosilacién ligados a N de E1 y E2
demostraron adicionalmente que estas proteinas permanecen en el RE sin ciclacién a través del Golgi. [12] [34] Las
sefales de retencion en el RE se localizan en los dominios TM de E1 y E2. [6] [7] [14] La sustitucién de los dominios
TM de E1 y E2 por los dominios TM de proteinas asociadas a la membrana plasmadtica o la mutacién de restos cargados
en los dominios TM de E1 y E2, da como resultado la expresion en la superficie celular de las glicoproteinas de la
envuelta. [6] [7] [8] [14] Sin embargo, tales modificaciones del dominio TM también anulan la heterodimerizacién
de E1/E2. [7] [36] Por lo tanto, no se pueden separar la dimerizacién y las sefiales de retencién en el RE de laEl y
la E2. La delecién de todo el dominio TM de la E1 y la E2 da como resultado la secrecién de ectodominios solubles
monoméricos de las glicoproteinas de la envuelta. [12] [13] [35]

Hasta la fecha, se han implicado dos proteinas celulares humanas, CD81 y receptores de lipoproteinas de baja
densidad (LDL), como supuestos receptores que median la entrada del VHC [25], y se ha sugerido que los glicosami-
noglicanos juegan un papel en la unién no especifica del VHC a la célula. [52] Abrignani et al. describen usos de la
proteina CD81 en el tratamiento y diagndstico de la infeccién por VHC en la solicitud de patente internacional WO
99/18198. Ciertos estudios han demostrado que el ectodominio de E2 soluble recombinante se une especificamente y
con elevada afinidad a CD81 humana y de chimpancé, pero no a la CD81 de otras especies. [15] [20] [38] [39] Sin
embargo, estos resultados se han cuestionado a la luz de un estudio reciente, incluyendo uno que demuestra que la
CD81 de tamarino, una especie que es refractaria a la infeccién por VHC, también se une a la E2 soluble con alta
afinidad. [33] Aunque varios estudios han definido los determinantes estructurales de la interaccién de CD81 huma-
na/E2, todavia se carece de la prueba funcional directa de la fusion y entrada del VHC mediada por CD81. Ademais,
la CD81 se expresa en numerosos tejidos en el exterior del higado, y, por lo tanto, la distribucién tisular de la CD81
no puede explicar el tropismo celular del VHC. De forma similar, los estudios realizados hasta la fecha no han podido
demostrar una interaccion directa entre los receptores de LDL vy las glicoproteinas de la envuelta del VHC. [52] Ade-
mads, los receptores de LDL se expresan abundantemente en tejidos diferentes del higado y, por lo tanto, su expresién
no explica el tropismo del VHC.

LA DC-SIGN (Molécula de Adhesion Intercelular Especifica de Célula Dendritica 3-no integrina de Captura,
nimero de entrada del Genbank AF209479) y la DC-SIGNR (relacionada con la DC-SIGN, nimero de entrada del
Genbank AF245219) son proteinas de membrana de tipo II con altas homologias de secuencia (con una identidad de
aminodcidos de 77%). La DC-SIGN se expresa a altos niveles en células dendriticas; la DC-SIGNR se expresa a altos
niveles en el higado y los ganglios linfaticos pero no en las células dendriticas; y ambas moléculas se expresan en el
endometrio y en la placenta. [40] [47] [3] [17]

Las proteinas son lectinas de tipo C (dependientes de calcio) que poseen todos los restos que se consideran nece-
sarios para la unién de manosa. La DC-SIGN y la DC-SIGNR se unen a la glicoproteina gp120 de la envuelta de la
superficie del VIH-1, que posee azicares de alto contenido de manosa, y esta unién se inhibe por manano. [47] [3]
[17] Tanto la DC-SIGN como la DC-SIGNR se unen a particulas infecciosas de VIH-1 y promueven la infeccién de
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células T susceptibles en trans. [40] [47] [3] Las solicitudes de patente europeas EP 1046651A1 y EP 1086137A1
describen el uso de DC-SIGN en composiciones y métodos para inhibir la infeccién por VIH-1. Todo el contenido de
estas solicitudes se incorpora en el presente documento como referencia.

De forma similar a la DC-SIGN y la DC-SIGNR, la lectina de Galanthus nivalis (lectina GNA) de bulbos de
campanilla de invierno se une con avidez a carbohidratos y glicoproteinas que poseen estructuras con alto contenido de
manosa. En particular, la lectina GNA se une con avidez a glicoproteinas de la envuelta de VIH-1. [18] [50] Ademas,
la GNA captura las glicoproteinas de la envuelta de VHC [13], que contienen carbohidratos de alto contenido de
manosa. Basdndose en estas observaciones, se ha apreciado que la DC-SIGN y la DC-SIGNR se unen con avidez a
glicoproteinas de la envuelta de VHC vy, por lo tanto, sirven como receptores para el virus.

Hasta donde se sabe, no se ha realizado ninguna asociacién entre la DC-SIGN, la DC-SIGNR Yy la infeccién por
VHC. La DC-SIGN y la DC-SIGNR también pueden mediar la internalizacion, requerida para la entrada celular y la
infeccién por VHC pero no por VIH-1. Ademas, la DC-SIGNR en particular se expresa a altos niveles en el higado, el
6rgano diana primario para la infeccién por VHC. Como la capacidad de la DC-SIGN y particularmente la DC-SIGNR
para servir como receptores para el VHC no se ha apreciado previamente, este descubrimiento ofrece la oportunidad
de tratar o prevenir la infeccién por VHC por medio de terapias o vacunas que bloquean la interaccién especifica entre
VHC y estos receptores.

Compendio de la invenciéon

Esta invencion describe un método para inhibir la infeccién por VHC de una célula susceptible a la infeccién por
VHC, que comprende poner en contacto la célula con una cantidad de un compuesto eficaz para inhibir la unién de
una glicoproteina de la envuelta de VHC a una proteina CD-SIGN presente en la superficie de la célula, e inhibir de
esto modo la infeccién por VHC de la célula susceptible a la infeccién por VHC. En una realizacién, el compuesto no
inhibe la unién del VHC a una proteina DC-SIGNR. En otra realizacién, el compuesto no inhibe la infeccién por VIH
de una célula susceptible a la infeccién por VIH. En una realizacién adicional, el compuesto no bloquea la adhesién
de ICAM.

Esta invencién proporciona un método para inhibir la infeccién por VHC de una célula susceptible a la infeccién
por VHC, que comprende poner en contacto la célula con una cantidad de un compuesto eficaz para inhibir la unién de
una glicoproteina de la envuelta de VHC a una proteina DC-SIGN presente en la superficie de la célula, e inhibir de este
modo la infeccién por VHC de la célula susceptible a la infeccién por VHC. En una realizacién, el compuesto no inhibe
la unién del VHC a una proteina DC-SIGN. En otra realizacién, el compuesto no inhibe la infeccién por VIH de una cé-
lula susceptible a la infecciéon por VIH. En una realizacién adicional, el compuesto no bloquea la adhesién de ICAM.

Esta invencion describe un método para inhibir la infeccién por VHC de una sola diana cuya susceptibilidad a
la infeccién por VHC aumenta cuando VHC se une a una célula que expresa la proteina DC-SIGN, comprendiendo
dicho método poner en contacto la célula que expresa la proteina DC-SIGN con una cantidad de un compuesto eficaz
para inhibir la unién de una glicoproteina de la envuelta de VHC a una proteina DC-SIGN, e inhibir de este modo la
infeccién por VHC de la célula diana. En una realizacién, el compuesto no inhibe la unién de VHC a una proteina
DC-SIGNR. En otra realizacién, el compuesto no inhibe la infeccién por VIH de una célula susceptible a la infeccién
por VIH. En una realizacién adicional, el compuesto no bloquea la adhesion de ICAM.

Esta invencién proporciona un método para inhibir la infeccién por VHC de una célula diana cuya susceptibilidad a
la infeccién por VHC aumenta cuando el VHC se une a una célula que expresa la proteina DC-SIGNR, comprendiendo
dicho método poner en contacto la célula que expresa la proteina DC-SIGNR con una cantidad de un compuesto eficaz
para inhibir la unién de una glicoproteina de la envuelta de VHC a una proteina DC-SIGN, e inhibir de este modo la
infeccién por VHC de la célula diana. En una realizacién, el compuesto no inhibe la unién de VHC a una proteina
DC-SIGN. En otra realizacion, el compuesto no inhibe la infeccién por VIH de una célula susceptible a la infeccién
por VIH. En una realizacién adicional, el compuesto no bloquea la adhesiéon de ICAM.

Una realizacién de la invencion implica la aplicacién de uno de los métodos descritos anteriormente, en el que el
sujeto puede estar en periodo de gestacion. El compuesto puede administrarse a este sujeto antes, durante o después del
parto. En una realizacién adicional de la invencién, el compuesto bloquea la transmisién placentaria de VHC a un feto.

Esta invencién proporciona un método para inhibir la infeccién por VHC de las células de un sujeto susceptible a
la infeccién por VHC por medio de un método descrito en este documento.

Esta invencién describe un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC de
una célula, que comprende:

a) inmovilizar una glicoproteina de la envuelta de VHC sobre un soporte s6lido;

b) poner en contacto la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada con suficiente proteina DC-SIGN de-
tectable para saturar todos los sitios de unidn para la proteina DC-SIGN en la glicoproteina de la envuelta de VHC
inmovilizada en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGN a la glicoproteina de la envuelta de VHC
inmovilizada para formar un complejo;
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c) retirar la proteina DC-SIGN no unida;
d) poner en contacto el complejo con el compuesto; y
e) determinar si se ha desplazado algo de proteina DC-SIGN del complejo, indicando el desplazamiento de la

proteina DC-SIGN del complejo que el compuesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC, para determinar
de este modo si el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién de la célula por VHC.

Esta invencién proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién de una
célula por VHC, que comprende:

a) inmovilizar una glicoproteina de la envuelta de VHC sobre un soporte s6lido;

b) poner en contacto la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada con suficiente proteina DC-SIGNR
detectable para saturar todos los sitios de unién para la proteina DC-SIGNR en la glicoproteina de la envuelta de VHC
inmovilizada en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR a la glicoproteina de la envuelta de VHC
inmovilizada para formar un complejo;

c) retirar la proteina DC-SIGNR no unida;

d) poner en contacto el complejo con el compuesto;

e) determinar si se ha desplazado algo de proteina DC-SIGNR del complejo, indicando el desplazamiento de la
proteina DC-SIGNR del complejo que el compuesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC, para determinar

de este modo si el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién de la célula por VHC.

Esta invencién describe un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién de una célula
por VHC, que comprende:

a) inmovilizar una proteina DC-SIGN sobre un soporte sélido;

b) poner en contacto la proteina DC-SIGN inmovilizada con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC de-
tectable para saturar todos los sitios de unién para la glicoproteina de la envuelta de VHC sobre la proteina DC-SIGN
inmovilizada en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGN inmovilizada a la glicoproteina de la
envuelta de VHC para formar un complejo;

c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

d) poner en contacto el complejo con el compuesto;

e) determinar si se ha desplazado algo de glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo, indicando el despla-
zamiento de la glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo que el compuesto se une a la proteina DC-SIGN,

para determinar de este modo que el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccion de la célula por VHC.

Esta invencion proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién de una
célula por VHC, que comprende:

a) inmovilizar una proteina DC-SIGNR sobre un soporte sélido;

b) poner en contacto la proteina DC-SIGNR inmovilizada con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC
detectable para saturar todos los sitios de unién para la glicoproteina de la envuelta de VHC sobre la proteina DC-
SIGNR inmovilizada en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR inmovilizada a la glicoproteina
de la envuelta de VHC para formar un complejo;

c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

d) poner en contacto el complejo con el compuesto;

e) determinar si se ha desplazado algo de glicoproteina de la envuelta de VHC de complejo, indicando el despla-
zamiento de la glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo que el compuesto se une a la proteina DC-SIGNR,

para determinar de este modo que el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién de la célula por VHC.

Esta invencion describe un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién de una célula
por VHC, que comprende:

(a) poner en contacto una glicoproteina de la envuelta de VHC con suficiente proteina DC-SIGN detectable para
saturar todos los sitios de unién para la proteina DC-SIGN en la glicoproteina de la envuelta de VHC en condiciones
que permitan la unién de la proteina DC-SIGN a la glicoproteina de la envuelta de VHC para formar un complejo;
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(b) retirar la proteina DC-SIGN no unida;

(c) medir la cantidad de proteina DC-SIGN que est4 unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC en el complejo;

(d) poner en contacto el complejo con el compuesto para desplazar la proteina DC-SIGN del complejo;

(e) medir la cantidad de proteina DC-SIGN que esta unida al compuesto en presencia del compuesto; y

(f) comparar la cantidad de proteina DC-SIGN unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC en la etapa (e) con
la cantidad medida en la etapa (c), indicando una cantidad reducida medida en la etapa (e) que el compuesto se une
a la glicoproteina de la envuelta de VHC, para determinar de este modo que el compuesto es un compuesto capaz de

inhibir la infeccién de la célula por VHC.

Esta invencién proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién de una
célula por VHC, que comprende:

(a) poner en contacto una glicoproteina de la envuelta de VHC con suficiente proteina DC-SIGNR detectable para
saturar todos los sitios de unién para la proteina DC-SIGNR en la glicoproteina de la envuelta de VHC en condiciones
que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR a la glicoproteina de la envuelta de VHC para formar un complejo;

(b) retirar la proteina DC-SIGNR no unida;

(c) medir la cantidad de proteina DC-SIGNR que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC en el com-
plejo;

(d) poner en contacto el complejo con el compuesto para desplazar la proteina DC-SIGNR del complejo;
(e) medir la cantidad de proteina DC-SIGNR que estd unida al compuesto en presencia del compuesto; y

(f) comparar la cantidad de proteina DC-SIGNR unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC en la etapa (e) con
la cantidad medida en la etapa (c), indicando una cantidad reducida medida en la etapa (e) que el compuesto se une
a la glicoproteina de la envuelta de VHC, para identificar de este modo el compuesto como un compuesto capaz de
inhibir la infeccién de la célula por VHC.

Esta invencion describe un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién de una célula
por VHC, que comprende:

(a) inmovilizar una glicoproteina de la envuelta de VHC sobre un soporte sélido;

(b) poner en contacto la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada con el compuesto y proteina DC-SIGN
detectable en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGN a la glicoproteina de la envuelta de VHC
inmovilizada en ausencia del compuesto para formar un complejo;

(c) retirar la proteina DC-SIGN no unida;

(d) comparar la cantidad de proteina DC-SIGN detectable que esta unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC
inmovilizada en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de proteina DC-SIGN detectable que se une
a la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada en ausencia del compuesto;

(e) donde una cantidad reducida de proteina DC-SIGN medida en presencia del compuesto indica que el compuesto
se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGN, para determinar de este modo que el
compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién de la célula por VHC.

Esta invencion proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién de una
célula por VHC, que comprende:

(a) inmovilizar una glicoproteina de la envuelta de VHC sobre un soporte sélido;

(b) poner en contacto la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada con el compuesto y la proteina DC-
SIGNR detectable en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR a la glicoproteina de la envuelta
de VHC inmovilizada en ausencia del compuesto para formar un complejo;

(c) retirar la proteina DC-SIGNR no unida;

(d) comparar la cantidad de la proteina DC-SIGNR detectable que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de

VHC inmovilizada en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable que
se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada en ausencia del compuesto;
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(e) donde una cantidad reducida de proteina DC-SIGNR medida en presencia del compuesto indica que el com-
puesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGNR, para determinar de este modo que
el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién de la célula por VHC.

Esta invencion describe un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién de una célula
por VHC, que comprende:

(a) inmovilizar una proteina DC-SIGN sobre un soporte sé6lido;

(b) poner en contacto la proteina DC-SIGN inmovilizada con el compuesto y glicoproteina de la envuelta de VHC
detectable en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGN inmovilizada a la glicoproteina de la envuelta
de VHC en ausencia del compuesto para formar un complejo;

(c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

(d) comparar la cantidad de la proteina de la envuelta de VHC detectable que estd unida a la proteina DC-SIGN
inmovilizada en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de proteina de la envuelta de VHC detectable
que se une a la proteina DC-SIGN inmovilizada en ausencia del compuesto;

(e) donde una cantidad reducida de glicoproteina de la envuelta de VHC medida en presencia del compuesto indica
que el compuesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o la proteina DC-SIGN, para determinar de este
modo que el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién de la célula por VHC.

Esta invencién proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién de una
célula por VHC, que comprende:

(a) inmovilizar una proteina DC-SIGNR sobre un soporte sélido;

(b) poner en contacto la proteina DC-SIGNR inmovilizada con el compuesto y la glicoproteina de la envuelta de
VHC detectable en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR inmovilizada a la glicoproteina de la
envuelta de VHC en ausencia del compuesto para formar un complejo;

(c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

(d) comparar la cantidad de glicoproteina de la envuelta de VHC detectable que estd unida a la proteina DC-
SIGNR inmovilizada en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de glicoproteina de la envuelta de
VHC detectable que se une a la proteina DC-SIGNR inmovilizada en ausencia del compuesto;

(e) donde una cantidad reducida de glicoproteina de la envuelta de VHC medida en presencia del compuesto indica
que el compuesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGNR, para determinar de este
modo que el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién de la célula por VHC.

Esta invencion describe un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién de una célula
por VHC, que comprende:

(a) poner en contacto una glicoproteina de la envuelta de VHC con el compuesto y proteina DC-SIGN detectable
en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGN a la glicoproteina de la envuelta de VHC en ausencia
del compuesto para formar un complejo;

(b) retirar la proteina DC-SIGN no unida;

(c) comparar la cantidad de proteina DC-SIGN detectable que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC
en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de proteina DC-SIGN detectable que se une al compuesto
en ausencia del compuesto;

donde una cantidad reducida de proteina DC-SIGN medida en presencia del compuesto indica que el compuesto se
une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGN, para determinar de este modo que el compuesto
es un compuesto capaz de inhibir la infeccion de la célula por VHC.

Esta invencién proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién de una
célula por VHC, que comprende:

(a) poner en contacto una glicoproteina de la envuelta de VHC con el compuesto y proteina DC-SIGNR detectable
en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR a la glicoproteina de la envuelta de VHC en ausencia
del compuesto para formar un complejo;

(b) retirar la proteina DC-SIGNR no unida;
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(c) comparar la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC
en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable que se une al compuesto
en ausencia del compuesto;

donde una cantidad reducida de proteina DC-SIGNR medida en presencia del compuesto indica que el compuesto
se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGNR, para determinar de este modo que el
compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién de la célula por VHC.

Esta invencion proporciona un método para obtener una composicion que comprende:

(a) identificar un compuesto que inhiba la infeccién de una célula por VHC de acuerdo con un método descrito en
este documento;

(b) recuperar el compuesto; y

(c) mezclar el compuesto identificado de esta manera o un homélogo o derivado del mismo con un vehiculo para
obtener de este modo una composicion.

Esta invencion describe un uso de una cantidad eficaz de un compuesto capaz de inhibir la unién de una glico-
proteina de la envuelta de VHC a una proteina DC-SIGN presente en la superficie de las células de un sujeto, para la
preparaciéon de un medicamento para tratar o prevenir enfermedades hepéticas en un sujeto.

Esta invencién proporciona un uso de una cantidad eficaz de un compuesto capaz de inhibir la unién de una
glicoproteina de la envuelta de VHC a una proteina DC-SIGNR presente en la superficie de las células de un sujeto,
para la preparaciéon de un medicamento para tratar o prevenir enfermedades hepéticas en un sujeto.

Esta invencién describe un uso de una cantidad eficaz de un compuesto capaz de inhibir la unién de una glico-
proteina de la envuelta de VHC a una proteina DC-SIGN presente en la superficie de las células de un sujeto, para la
preparaciéon de un medicamento para tratar o prevenir el carcinoma hepatocelular en un sujeto.

Esta invencién proporciona un uso de una cantidad eficaz del compuesto capaz de inhibir la unién de una glico-
proteina de la envuelta de VHC a una proteina DC-SIGNR presente en la superficie de las células de un sujeto, para la
preparaciéon de un medicamento para tratar o prevenir el carcinoma hepatocelular en un sujeto.

Esta invencion describe un método para diagnosticar la infecciéon por VHC de un sujeto, que comprende:

(a) inmovilizar una proteina DC-SIGN sobre un soporte sélido;

(b) poner en contacto la proteina DC-SIGN inmovilizada con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC para
saturar todos o una parte de los sitios de unién de la glicoproteina de la envuelta de VHC en la proteina DC-SIGN
inmovilizada para formar un complejo;

(c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

(d) poner en contacto el complejo con una muestra adecuada obtenida del sujeto;

(e) retirar la muestra no unida; y

(f) determinar si hay anticuerpo unido a la glicoproteina de la envuelta de VHC, donde la presencia de anticuerpos
anti-VHC diagnostica de este modo la infeccién del sujeto por VHC.

Esta invencion describe un método para diagnosticar la infeccién de un sujeto por VHC, que comprende:

(a) inmovilizar una proteina DC-SIGNR sobre un soporte s6lido;

(b) poner en contacto la proteina DC-SIGNR inmovilizada con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC para
saturar todos o una parte de los sitios de unién para la glicoproteina de la envuelta de VHC en la proteina DC-SIGNR
inmovilizada para formar un complejo;

(c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

(d) poner en contacto el complejo con una muestra adecuada obtenida a partir del sujeto;

(e) retirar la muestra no unida; y

(f) determinar si hay anticuerpo unido a la glicoproteina de la envuelta de VHC, donde la presencia de anticuerpos
anti-VHC diagnostica la infeccién del sujeto por VHC.
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Esta invencién describe un método para diagnosticar la infeccién de un sujeto por VHC, que comprende:

(a) poner en contacto la proteina DC-SIGN con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC para saturar todos
o una parte de los sitios de unién de la glicoproteina de la envuelta de VHC en la proteina DC-SIGN para formar un
complejo;

(b) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;
(c) poner en contacto el complejo con una muestra adecuada obtenida a partir del sujeto;
(d) retirar la muestra no unida; y

(e) determinar si hay anticuerpo unido a la glicoproteina de la envuelta de VHC, donde la presencia de anticuerpos
anti-VHC diagnostica de este modo la infeccién del sujeto por VHC.

Esta invencién describe un método para diagnosticar la infeccién de un sujeto por VHC, que comprende:

(a) poner en contacto la proteina DC-SIGNR con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC para saturar todos
o una parte de los sitios de unién de la glicoproteina de la envuelta de VHC en la proteina DC-SIGNR para formar un
complejo;

(b) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;
(c) poner en contacto el complejo con una muestra adecuada obtenida a partir del sujeto;
(d) retirar la muestra no unida; y

(e) determinar si hay anticuerpo unido a la glicoproteina de la envuelta de VHC, donde la presencia de anticuerpos
anti-VHC diagnostica la infeccién del sujeto por VHC.

Esta invencién describe un anticuerpo o una parte del mismo capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGN a
una glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho anticuerpo a un epitopo localizado dentro de una regién de
la proteina DC-SIGN, uniéndose dicha region de la proteina DC-SIGN a una glicoproteina de la envuelta de VHC. En
una realizacion, el anticuerpo no inhibe la unién de VHC a una proteina DC-SIGNR. En otra realizacion, el anticuerpo
no inhibe la infeccion por VIH de una célula susceptible a la infeccién por VIH. En una realizacién adicional, el
anticuerpo no bloquea la adhesién de ICAM.

Esta invencién describe un anticuerpo o una parte del mismo capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGNR
a una glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho anticuerpo a un epitopo localizado dentro de una regién
de la proteina DC-SIGNR, uniéndose dicha regién de la proteina DC-SIGNR a una glicoproteina de la envuelta de
VHC. En una realizacién, el anticuerpo no inhibe la unién de VHC a una proteina DC-SIGN. En otra realizacion,
el anticuerpo no inhibe la infeccién por VHC de una célula susceptible a la infeccién por VIH. En una realizacién
adicional, el anticuerpo no bloquea la adhesién de ICAM.

Esta invencién describe un anticuerpo o una parte del mismo capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGN
a una glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho anticuerpo a un epitopo localizado dentro de una regién
de la glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicha regién de la glicoproteina de la envuelta de VHC a una
proteina DC-SIGN. En una realizacidn, el anticuerpo no inhibe la unién de VHC a una proteina DC-SIGNR. En otra
realizacion, el anticuerpo no inhibe la infeccién por VIH de una célula susceptible a la infeccién por VIH. En una
realizacién adicional, el anticuerpo no bloquea la adhesién de ICAM.

Esta invencién describe un anticuerpo o una parte del mismo capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGNR
a una glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho anticuerpo a un epitopo localizado dentro de una regién
de la glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicha regién de la glicoproteina de la envuelta de VHC a una
proteina DC-SIGNR. En una realizacién, el anticuerpo no inhibe la unién de VHC a una proteina DC-SIGN. En otra
realizacion, el anticuerpo no inhibe la infeccién por VIH de una célula susceptible a la infeccién por VIH. En una
realizacién adicional, el anticuerpo no bloquea la adhesiéon de ICAM.

Esta invencién describe un polipéptido capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGN a una glicoproteina
de la envuelta de VHC, comprendiendo dicho polipéptido aminodcidos consecutivos que tienen una secuencia que
corresponde a la secuencia de al menos una parte de un dominio extracelular de una proteina DC-SIGN, uniéndose
dicha parte a una glicoproteina de la envuelta de VHC. En una realizacion, el polipéptido no se une a una glicoproteina
de la envuelta de VIH. En otra realizacion, el polipéptido no inhibe la infeccién por VIH de una célula susceptible a la
infeccién por VIH. En una realizacion adicional, el polipéptido no bloquea la adhesién de ICAM.

Esta invencion describe un polipéptido capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGNR a una glicoproteina
de la envuelta de VHC, comprendiendo dicho polipéptido aminoédcidos consecutivos que tienen una secuencia que se
corresponde a la secuencia de al menos una parte de un dominio extracelular de una proteina DC-SIGNR, uniéndose
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dicha parte a una glicoproteina de la envuelta de VHC. En una realizacion, el polipéptido no se une a una glicoproteina
de la envuelta de VIH. En otra realizacion, el polipéptido no inhibe la infeccién por VIH de una célula susceptible a
una infeccién por VIH. En una realizacién adicional, el polipéptido no bloquea la adhesién de ICAM.

Esta invencién describe un polipéptido capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGN a una glicoproteina
de la envuelta de VHC, comprendiendo dicho polipéptido aminoécidos consecutivos que tienen una secuencia que
corresponde a la secuencia de al menos una parte de un dominio extracelular de una glicoproteina de la envuelta de
VHC, uniéndose dicha parte a una proteina DC-SIGN.

Esta invencion describe un polipéptido capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGNR a una glicoproteina
de la envuelta de VHC, comprendiendo dicho polipéptido aminoécidos consecutivos que tienen una secuencia que
corresponde a la secuencia de al menos una parte de un dominio extracelular de una glicoproteina de la envuelta de
VHC, uniéndose dicha parte a una proteina DC-SIGNR.

Esta invencién describe un agente no peptidico capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGN a una glico-
proteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho agente no peptidico a un epitopo localizado dentro de una regién de
la proteina DC-SIGN, uniéndose dicha regién de la proteina DC-SIGN a una glicoproteina de la envuelta de VHC. En
una realizacidn, el agente no peptidico no inhibe la unién de VHC a una proteina DC-SIGNR. En otra realizacidn, el
agente no peptidico no inhibe la infeccién por VIH de una célula susceptible a la infeccién por VIH. En una realizacién
adicional, el agente no peptidico no bloquea la adhesion de ICAM.

Esta invencién describe un agente no peptidico capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGNR a una glico-
proteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho agente no peptidico a un epitopo localizado dentro de una regién de
la proteina DC-SIGNR, uniéndose dicha regién de la proteina DC-SIGNR a una glicoproteina de la envuelta de VHC.
En una realizacidn, el agente no peptidico no inhibe la unién de VHC a una proteina DC-SIGN. En otra realizacion, el
agente no peptidico no inhibe la infeccién por VIH de una célula susceptible a la infeccién por VIH. En una realizacién
adicional, el agente no peptidico no bloquea la adhesién de [CAM.

Esta invencidn describe un agente no peptidico capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGN a una glico-
proteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho agente no peptidico a al menos una parte de un dominio extracelular
de una glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicha parte a una proteina DC-SIGN. En una realizacion, el
agente no peptidico no inhibe la unién de VHC a una proteina DC-SIGNR. En otra realizacin, el agente no peptidico
no inhibe la infeccién por VIH de una célula susceptible a la infeccidn por VIH. En una realizacién adicional, el agente
no peptidico no bloquea la adhesién de ICAM.

Esta invencion describe un agente no peptidico capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGNR a una glico-
proteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho agente no peptidico a al menos una parte de un dominio extracelular
de una glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicha parte a una proteina DC-SIGNR. En una realizacidn, el
agente no peptidico no inhibe la unién de VHC a una proteina DC-SIGN. En otra realizacion, el agente no peptidico
no inhibe la infeccién por VIH de una célula susceptible a la infeccién por VIH. En una realizacién adicional, el agente
no peptidico no bloquea la adhesién de ICAM.

Esta invencion describe una composicién que comprende un anticuerpo o una parte del mismo, un polipéptido
y/o un agente no peptidico descrito en este documento y un vehiculo. En una realizacion, la composicién comprende
adicionalmente manano, un quelante de calcio o combinaciones de los mismos.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1

Secuencia de aminodcidos de DC-SIGN de homo sapiens como se expone en el Genbank N° AAK20997 (SEC ID
N°1).

Figura 2

Secuencia de aminodcidos de DC-SIGNR de homo sapiens como se expone en el Genbank N® AAG13848 (SEC
ID N°2).

Figura 3

Secuencia de aminodcidos de gen de la poliproteina del virus de la hepatitis C como se expone en el Genbank N°
AF009606 (SEC ID N° 3).

Figura 4

Caracterizacion de las lineas celulares HeLLa-DC-SIGN y HeLLa-DC-SIGN-R usando anticuerpos especificos para
DC-SIGN (507(D)), DC-SIGN-R (604(L)) o ambas moléculas (612(X)).
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Figura 5

Los transfectantes de DC-SIGN y DC-SIGNR se unen a E2 de VHC. Se dej6 que células (A) HeLa-DC-SIGN, (B)
HeLa-DC-SIGNR y (C) células HeLa parentales se unieran a perlas recubiertas con E2 de VHC que se prepararon por
conjugacion por un panel de mAb anti-E2. La adhesion se cuantific por andlisis FACS y se bloque6 por manano (20

pg/ml), y se muestra un experimento representativo de tres.

Figura 6

Efecto de mAb sobre la adhesiéon de E2 de VHC a DC-SIGN o DC-SIGNR. Se incubaron células HeLa que
expresaban DC-SIGN o DC-SIGNR con mAb o manano como se ha descrito, y se afiadieron perlas de E2 conjugada
con H53 con una proporcién entre perla y célula de 20:1. La unién se cuantificé por fluorescencia usando una maquina
FACScan y los resultados se normalizaron con respecto a los niveles de control (IgG2a).

Descripcion detallada de la invencion

Esta invencion describe un método para inhibir la infeccién por VHC de una célula susceptible a la infeccién por
VHC que comprende poner en contacto la célula con una cantidad de un compuesto eficaz para inhibir la unién de
una glicoproteina de la envuelta de VHC a una proteina DC-SIGN presente en la superficie de la célula, para inhibir
de este modo la infeccién por VHC de la célula susceptible a la infeccion por VHC. Esta invencién proporciona un
método para inhibir la infeccién por VHC de una célula susceptible a la infeccién por VHC que comprende poner en
contacto la célula con una cantidad de un compuesto eficaz para inhibir la unién de una glicoproteina de la envuelta
de VHC a una proteina DC-SIGNR presente en la superficie de la célula, para inhibir de este modo la infeccién por
VHC de la célula susceptible a la infeccién por VHC.

Las células que son susceptibles a la infeccion por VHC pueden unirse al virus a través de moléculas DC-SIGN
y/o DC-SIGNR. Ademas, las células que no son susceptibles a la infecciéon por VHC pueden unirse al virus a través
de moléculas DC-SIGN y/o DC-SIGNR. Después, el virus unido se transmite a una segunda célula diana susceptible
en trans. En consecuencia, esta invencién proporciona un método para inhibir la unién inicial de virus a una célula no
susceptible que expresa DC-SIGN y/o DC-SIGNR 'y, después, esto tiene como resultado la prevencién de la infeccién
posterior de la célula diana susceptible. Esta invencidn describe un método para inhibir la infeccién por VHC de una
célula diana cuya susceptibilidad a la infeccién por VHC aumenta cuando el VHC se une a una segunda célula que es
una célula que expresa la proteina DC-SIGN, comprendiendo dicho método poner en contacto la célula que expresa la
protefna DC-SIGN con una cantidad de un compuesto eficaz para inhibir la unién de una glicoproteina de la envuelta
de VHC a una proteina DC-SIGN, para inhibir de este modo la infeccién por VHC de la célula diana. Esta invencién
proporciona un método para inhibir la infeccién por VHC de una célula diana cuya susceptibilidad a la infeccién por
VHC aumenta cuando el VHC se une a una segunda célula que es una célula que expresa la proteina DC-SIGNR,
comprendiendo dicho método poner en contacto la célula que expresa la proteina DC-SIGNR con una cantidad de un
compuesto eficaz para inhibir la unién de una glicoproteina de la envuelta de VHC a una proteina DC-SIGN, para
inhibir de este modo la infeccién por VHC de la célula diana.

Esta invencién describe un método para inhibir la infeccién por VHC de una célula diana que no expresa un
receptor DC-SIGN y/o DC-SIGNR sobre su superficie, que comprende poner en contacto una segunda célula que
expresa un receptor de DC-SIGN y/o DC-SIGNR sobre su superficie con una cantidad de un compuesto descrito en
ese documento eficaz para inhibir la unién de VHC al receptor de DC-SIGN y/o DC-SIGNR para inhibir de este modo
la infeccién por VHC de la primera célula diana en trans. En una realizacién de este método, la célula diana esta
presente en un sujeto y la puesta en contacto se realiza administrando el compuesto al sujeto. En una realizacion, la
célula diana que no expresa el receptor de DC-SIGN y/o DC-SIGNR vy la segunda célula que expresa el receptor de
DC-SIGN y/o DC-SIGNR estédn proximas. En una realizacién, la célula diana y la segunda célula estdn adyacentes. En
otra realizacion, la célula diana y la segunda célula no estdn préximas. En una realizacion, la célula diana y la segunda
célula estdn separadas por una distancia de menos de 1 A, estdn separadas por una distancia de al menos 1 A, de al
menos 10 A, de al menos 100 A, de al menos 1 nm, de al menos 10 nm, de al menos 100 nm, de al menos 1 um, de al
menos 10 um, de al menos 100 um, de al menos 1 mm, de al menos 1 cm, de al menos 10 cm, de al menos 100 cm o
de al menos 1 metro.

Como se usa en este documento, “VHC” significa el virus de la hepatitis C. E1 VHC incluye, pero sin limitacion,
particulas de virus extracelulares y las formas de VHC asociadas a y/o encontradas en células infectadas por VHC.
Como se usa en este documento, una “célula que expresa una glicoproteina de la envuelta de VHC sobre su superficie”
también se puede denominar “célula de glicoproteina de la envuelta de VHC”. Como se usa en este documento, la
“infeccién por VHC” significa la introduccién de informacién genética de VHC en una célula diana, tal como por
fusién de la membrana de la célula diana con VHC o una célula de glicoproteina de la envuelta de VHC. La célula
diana puede ser una célula corporal de un sujeto. En una realizacion, la célula diana es una célula corporal de un
sujeto, tal como de un sujeto humano. Como se usa en este documento, la “inhibicién de la infeccién por VHC”
significa la disminucion de la cantidad de informacion genética de VHC introducida en una poblacién de células
diana en comparac1on con la cantidad que se introduciria sin, por e]emplo un agente inhibidor. Como se usa en
este documento, “inhibir” significa que la cantidad disminuye en comparacién con la cantidad que apareceria en una
muestra de control. Por ejemplo, una muestra de control puede ser una que no contenga el agente inhibidor y, por
lo tanto, en la que no habria inhibicién de la infeccién por VHC. En una realizacién preferida, inhibir significa que
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la cantidad disminuye un 100%. Como se usa en este documento, “fusién” significa la asociacién o unién de las
membranas de la bicapa lipidica que se encuentran en células de mamifero o en virus tales como el VHC. Este proceso
se diferencia de la unién de VHC a una célula diana. La unién estd medida por la unién de la glicoproteina exterior
de VHC a un ligando presente en la superficie de una célula susceptible a la infeccién por VHC. Como se usa en este
documento, tal ligando incluye DC-SIGN y/o DC-SIGNR. Como se usa en este documento, la fusién de la membrana
celular de la célula susceptible a la infeccién por VHC con la membrana celular con glicoproteina de envuelta de VHC
significa la asociacion hidréfoba y la integracidon de la membrana celular de la célula susceptible a la infeccién con
la célula con glicoproteina de la envuelta de VHC para formar una membrana hibrida que comprende componentes
de las dos membranas celulares. Como se usa en ese documento, “unién’ significa el proceso que estd mediado por
la unién de la glicoproteina de la envuelta de VHC a un ligando presente en la superficie de una célula susceptible a
la infeccién por VHC. Como se usa en este documento, la “inhibicion de la fusién de una célula con glicoproteina de
la envuelta de VHC con una célula susceptible a la infeccién por VHC, significa (a) la disminucién de la proporcién
de fusion de la membrana celular de una célula susceptible a la infeccién por VHC con una membrana celular de una
célula con glicoproteina de la envuelta de VHC en al menos un 5%, o (b) la disminucién en al menos un 5% de la
cantidad total de fusién de una membrana celular de una célula susceptible a la infeccién por VHC con una membrana
celular con glicoproteina de la envuelta de VHC que tiene lugar en el punto final de la fusién. Como se usa en este
documento, la proporcién de fusién de la membrana celular significa la cantidad total de membrana celular fusionada
por unidad de tiempo. Como se usa en este documento, el “punto final de la fusién” significa el punto en el tiempo en
el que se ha producido toda la fusién que se podria producir de las membranas celulares de células susceptibles a la
infeccién por VHC con membrana celular de glicoproteina de la envuelta de VHC. Como se usa en este documento,
una “célula susceptible a la infeccién por VHC” también se puede denominar “célula diana” e incluye células que
pueden infectarse por o fusionarse con VHC o con células infectadas por VHC. Como se usa en este documento, la
palabra “célula” incluye una célula biolégica, por ejemplo, una célula HeLa, y una célula no bioldgica, por ejemplo
una vesicula lipidica (por ejemplo, una vesicula fosfolipidica) o virién.

En una realizacion de los métodos descritos en ese documento, el compuesto es un anticuerpo o una parte de
un anticuerpo. En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En una realizacién, el anticuerpo es un
anticuerpo policlonal. En una realizacidn, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado. En una realizacion, el anticuerpo
es un anticuerpo quimérico. En una realizacidn, la parte del anticuerpo comprende una cadena ligera del anticuerpo.
En una realizacidn, la parte del anticuerpo comprende una cadena pesada del anticuerpo. En una realizacion, la parte
del anticuerpo comprende una parte Fab del anticuerpo. En una realizacién, la parte del anticuerpo comprende una
parte F(ab’), del anticuerpo. En una realizacion, la parte del anticuerpo comprende una parte Fd del anticuerpo. En una
realizacion, la parte del anticuerpo comprende una parte Fv del anticuerpo. En una realizacion, la parte del anticuerpo
comprende un dominio variable del anticuerpo. En una realizacidn, la parte del anticuerpo comprende uno o mas
dominios de CDR del anticuerpo.

En una realizacién de los métodos descritos en este documento, el compuesto es un polipéptido. En una realizacion,
el compuesto es un péptido. En una realizacidn, el compuesto es un oligopéptido.

En una realizacién de los métodos descritos en este documento, el compuesto es un agente no peptidico. En una
realizacion, el agente no peptidico es un carbohidrato. Tal carbohidrato puede ser cualquier carbohidrato conocido por
los especialistas en la técnica incluyendo, pero sin limitacién manosa, manano o metil-a-D-manopiranésido. En una
realizacion de los métodos descritos en este documento, el compuesto es una molécula pequefia o molécula de bajo
peso molecular. En una realizacién, el compuesto tiene un peso molecular menor de 500 daltons.

En una realizacién de los métodos descritos en este documento, la glicoproteina de la envuelta de VHC es una gli-
coproteina de la envuelta E1 de VHC. En una realizacién de los métodos descritos en este documento, la glicoproteina
de la envuelta de VHC es una glicoproteina de la envuelta E2 de VHC.

En una realizacion de los métodos descritos en ese documento, la célula esta presente en un sujeto y la puesta en
contacto se realiza administrando el agente al sujeto. En consecuencia, la presente invencién tiene diversas aplicaciones
que incluyen el tratamiento de VHC, tal como el tratamiento de un sujeto afectado por VHC. Como se usa en ese
documento, “afectado por VHC” significa que el sujeto tiene al menos una célula que se ha infectado por VHC.
Como se usa en este documento, “tratamiento’ significa la ralentizacién, detencion o inversién de la progresién de un
trastorno producido por VHC. En la realizacion preferida, “tratamiento” se refiere a la inversion de la progresion hasta
el punto de eliminar el trastorno. Como se usa en este documento, “tratamiento” también significa la disminucién
del ndmero de infecciones virales, la disminucién del nimero de particulas virales infecciosas, la disminucién del
nimero de células infectadas por el virus o la disminucién de los sintomas asociados a VHC. Otra aplicacién de la
presente invencion es evitar que un sujeto contraiga el VHC. Como se usa en este documento, “contraer el VHC”
significa infectarse por VHC, cuya informacién genética se replica en y/o se incorpora en las células hospedadoras.
Otra aplicacién de la presente invencién es tratar a un sujeto que se ha infectado por VHC. Como se usa en este
documento, “infeccién por VHC” significa la introduccién de la informacién genética de VHC en una célula diana,
tal como por fusién de la membrana de la célula diana con VHC o una célula con glicoproteina de la envuelta de
VHC. La célula diana puede ser una célula corporal de un sujeto. En la realizacién preferida, la célula diana es una
célula corporal de un sujeto humano. Otra aplicacién de la presente invencion es inhibir la infeccién por VHC. Como
se usa en este documento, “inhibir la infeccién por VHC” significa reducir la cantidad de informacién genética de
VHC introducida en una poblacién de células diana en comparacién con la cantidad que se introducirfa sin dicha
composicion.
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En cuanto a la cantidad del compuesto y/o agente para la administracién al sujeto, un especialista en la técnica
sabria como determinar la cantidad apropiada. Como se usa en este documento, una dosis o cantidad serfa una en
cantidades suficientes para inhibir la infeccién por VHC, tratar la infeccidén por VHC, tratar al sujeto o evitar que
el sujeto se infecte por VHC. Esta cantidad se puede considerar una cantidad eficaz. Un especialista en la técnica
podria realizar experimentos de titulacién sencillos para determinar la cantidad que se requiere para tratar al sujeto.
La dosis de la composicién de la invencion variard dependiendo del sujeto y de la via de administracién particular
usada. En una realizacidn, la dosificacion puede variar de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 ug/kg de
peso corporal del sujeto. Basdndose en la composicién, la dosis se puede suministrar de forma continua, tal como por
medio de una bomba continua o a intervalos periddicos. Por ejemplo, en una o mds ocasiones distintas. Un especialista
en la técnica puede determinar los intervalos de tiempo deseados de dosis multiples de una composicién particular sin
experimentacion indebida.

En una realizacién de los métodos descritos en este documento, la cantidad eficaz del compuesto estd compren-
dida entre aproximadamente 1 mg y aproximadamente 50 mg por kg de peso corporal del sujeto. En una realizacion,
la cantidad eficaz del compuesto estd comprendida entre aproximadamente 2 mg y aproximadamente 40 mg por kg
de peso corporal del sujeto. En una realizacién, la cantidad eficaz del compuesto estd comprendida entre aproxima-
damente 3 mg y aproximadamente 30 mg por kg de peso corporal del sujeto. En una realizacién, la cantidad eficaz
del compuesto estd comprendida entre aproximadamente 4 mg y aproximadamente 20 mg por kg de peso corporal
del sujeto. En una realizacion, la cantidad eficaz del compuesto estd comprendida entre aproximadamente 5 mg y
aproximadamente 10 mg por kg de peso corporal del sujeto. La cantidad eficaz del compuesto puede comprender de
aproximadamente 0,000001 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal. En una realiza-
cion, la cantidad eficaz puede comprender de aproximadamente 0,001 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 50
mg/kg de peso corporal. En otra realizacion, la cantidad eficaz puede variar de aproximadamente 0,01 mg/kg de peso
corporal a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal. La cantidad eficaz se puede basar, entre otras cosas, en el
tamafio del compuesto, la biodegradabilidad del compuesto, la bioactividad del compuesto y la biodisponibilidad del
compuesto. Si el compuesto no se degrada rdpidamente, estd biodisponible y es muy activo, se requerird una menor
cantidad para conseguir eficacia. El especialista en la técnica conocerd la cantidad eficaz; y esta cantidad también
dependera de la forma del compuesto, el tamafio del compuesto y la bioactividad del compuesto. Un especialista en
la técnica podria realizar de forma rutinaria ensayos empiricos de actividad para un compuesto para determinar la
bioactividad en bioensayos y determinar, de esta manera, la cantidad eficaz. En una realizacién de los anteriores mé-
todos, la cantidad eficaz del compuesto comprende de aproximadamente 1,0 ng/kg a aproximadamente 100 mg/kg de
peso corporal del sujeto. En otra realizacion de los anteriores métodos, la cantidad eficaz del compuesto comprende
de aproximadamente 100 ng/kg a aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal del sujeto. En otra realizacién de los
anteriores métodos, la cantidad eficaz del compuesto comprende de aproximadamente 1 ug/kg a aproximadamente 10
mg/kg de peso corporal del sujeto. En otra realizacién de los anteriores métodos, la cantidad eficaz del compuesto
comprende de aproximadamente 100 ug/kg a aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal del sujeto.

Por lo que respecta a cuando se tiene que administrar el compuesto y/o agente, un especialista en la técnica puede
determinar cuando administrar dicho compuesto y/o agente. La administracién puede ser constante durante un cierto
periodo de tiempo o periddica y a intervalos especificos. El compuesto se puede suministrar cada hora, diariamente,
semanalmente, cada mes, anualmente (por ejemplo, en una forma de liberacién temporal) o como un solo suministro.
El suministro puede ser un suministro continuo durante un periodo de tiempo, por ejemplo, suministro intravenoso.
En una realizacién de los métodos que se describen en este documento, el agente se administra al menos una vez
al dia. En una realizacién de los métodos descritos en este documento, el agente se administra diariamente. En una
realizacion de los métodos descritos en este documento, el agente se administra un dia si y otro no. En una realizacién
de los métodos descritos en este documento, el agente se administra cada 6 a 8 dias. En una realizacién de los métodos
descritos en este documento, el agente se administra semanalmente.

Como se usa en este documento, “sujeto” significa cualquier animal o animal modificado artificialmente que puede
infectarse por VHC. Los sujetos incluyen, pero sin limitacion, un ser humano, un primate, un equino, un ovino, un ave,
un bovino, un porcino, un canino, un felino o un ratén. Los animales modificados artificialmente incluyen, pero sin
limitacién, ratones SCID con sistemas inmunes humanos. Los animales incluyen, pero sin limitacién, ratones, ratas,
perros, cobayas, hurones, conejos y primates. En la realizacion preferida, el sujeto es un ser humano. El sujeto puede
ser un “sujeto infectado por VHC” que es un sujeto que tiene al menos una de sus propias células invadidas por VHC.
En la realizacién preferida, el sujeto infectado por VHC es un ser humano. El sujeto puede ser un “sujeto no infectado
por VHC” que es un sujeto que no tiene ninguna de sus propias células invadida por VHC. En la realizacién preferida,
el sujeto no infectado por VHC es un ser humano.

Como se usa en este documento, la “administraciéon” se puede efectuar o realizar usando cualquiera de los mé-
todos conocidos por los especialistas en la técnica. El compuesto se puede administrar por diversas vias incluyendo,
pero sin limitacién, por medio de un aerosol, por via intravenosa, oral o tdpica. La administracién puede compren-
der la inyeccidn intralesional, intraperitoneal, subcutdnea, intramuscular o intravenosa; infusién, suministro mediado
por liposomas; suministro tépico, intratecal, en bolsa gingival, a través del recto, intrabronquial, nasal, a través de
la mucosa, intestinal, oral, ocular u 6tico. En una realizacién adicional, la administracién incluye la administracién
intrabronquial, anal, administracion intratecal o suministro transdérmico. Los compuestos y/o agentes de la presente
invencién se pueden suministrar localmente por medio de una capsula que permite la liberacion sostenida del agente o
del péptido durante un periodo de tiempo. Las composiciones de liberacion controlada o sostenida incluyen la formu-
lacién en formulaciones lipéfilas de liberacidn prolongada (por ejemplo, 4cidos grasos, ceras, aceites). La invencién
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también incluye composiciones en forma de particulas recubiertas con polimeros (por ejemplo, poloxdmeros o poloxa-
minas) y el agente acoplado a anticuerpos dirigidos contra receptores con especificidad de tejido, ligandos o antigenos
o acoplados a ligandos de receptores con especificidad de tejido. Otras realizaciones de las composiciones de la inven-
cién incorporan formulaciones en forma de particulas, recubrimientos protectores, inhibidores de proteasa o poten-
ciadores de la infiltracién para diversas vias de administracidn, incluyendo la via parenteral, pulmonar, nasal y oral.

El vehiculo puede ser un diluyente, un aerosol, un vehiculo topico, una solucién acuosa, una solucién no acuosa o
un vehiculo sélido.

Esta invencién proporciona un método para inhibir la infeccién por VHC de células de un sujeto susceptibles a
la infeccién por VHC mediante un método descrito en este documento. Esta invencién proporciona un método para
inhibir la infeccién por VHC de células de un sujeto susceptibles a la infeccion por VHC mediante un método descrito
en este documento. Esta invencion proporciona el uso de un compuesto para la preparacion de un medicamento para
evitar que una célula o células de un sujeto se infecten por VHC, estando dicho compuesto en una cantidad eficaz para
inhibir la unién del VHC a los receptores de DC-SIGN y/o DC-SIGNR en la superficie de las células del sujeto para
evitar de este modo que la célula o las células del sujeto se infecten por VHC. Esta invencién proporciona el uso de un
compuesto descrito en este documento para la preparaciéon de un medicamento en una cantidad eficaz para inhibir la
unién de VHC a receptores de DC-SIGN y/o DC-SIGNR en la superficie de las células del sujeto. En una realizacién
preferida, el sujeto es un ser humano. En otra realizacién, el sujeto es un ratén SCID-BNX (Galun et al., J. Inf. Dis.
172: 25, 1995).

En una realizacién de los anteriores métodos, el sujeto se infecta por VHC antes de la administracion del compuesto
al sujeto. En una realizacién de los anteriores métodos, el sujeto no se infecta por VHC antes de la administracién del
compuesto al sujeto. En una realizacién de los anteriores métodos, el sujeto no se infecta con VHC, pero ha estado
expuesto a dicho virus.

En una realizacién de los métodos descritos en este documento, la célula susceptible a la infeccién por VHC es
una célula primaria. En una realizacidn, la célula es una célula dendritica, célula placentaria o célula endometrial. En
una realizacidn, la célula es una célula hepatica, célula de ganglio linfatico, célula endometrial en el higado o célula
placentaria. En una realizacién de los métodos descritos en este documento, la célula susceptible a la infeccién por
VHC es una célula eucariota. En una realizacién de los métodos descritos en este documento, la célula susceptible a
la infeccién por VHC es una célula humana. En una realizacién de los métodos descritos en este documento, la célula
susceptible a la infeccién por VHC es una célula mononuclear de sangre periférica. En una realizacién de los métodos
descritos en este documento, la célula susceptible a la infeccién por VHC es una célula HeLa. En una realizacion de
los métodos descritos en este documento, la célula susceptible a la infeccién por VHC es una célula hepética. Una
célula hepatica puede incluir, pero sin limitacién, una célula HepG2, una célula SK-HEP1, una célula C3A o una
célula Huh-7. En una realizacién, la célula hepdtica es una célula hepatica primaria.

Esta invencién proporciona el uso de un compuesto que es un agente o composicion descrito en ese documento.
En una realizacion, el agente o la composicién pueden ser suficientes para reducir la carga viral del sujeto. Como se
usa en este documento, “tratamiento” significa la ralentizacion, detencion o inversion de la progresién de un trastorno
por VHC. En la realizacién preferida, “tratamiento” significa la inversién de la progresion hasta el punto de eliminar
el trastorno. Como se usa en este documento, “tratamiento” también significa la reduccién del nimero de infecciones
virales, la reduccién del nimero de particulas virales infecciosas, la reduccién del nimero de células infectadas por
el virus o la reduccién de los sintomas asociados con VHC. Como se usa en este documento, “afectado por VHC”
significa que el sujeto tiene al menos una célula que se ha infectado por VHC.

Esta invencién proporciona el uso de un agente o una composicién descrita en este documento para la preparacion
de un medicamento donde el agente o la composicion estdn en una dosis eficaz para evitar que un sujeto contraiga
VHC.

Esta invencién proporciona el uso de un compuesto y/o agente descrito en este documento, tal como un anticuerpo
o una parte del mismo, péptido, polipéptido u oligopéptido, o un agente no peptidico, para la preparaciéon de una
composicion farmacéutica para inhibir la infeccién por VHC en una célula susceptible a la infeccion por VHC. Esta
invencién proporciona el uso de un compuesto y/o agente descrito en este documento, tal como un anticuerpo o una
parte del mismo, péptido, polipéptido u oligopéptido, o un agente no peptidico, para la preparaciéon de una composicién
farmacéutica para tratar la infeccién por VHC en un sujeto. Esta invencién proporciona el uso de un compuesto y/o
agente descrito en este documento, tal como un anticuerpo o una parte del mismo, péptido, polipéptido u oligopéptido,
o0 un agente no peptidico, para la preparacién de una composicién farmacéutica para prevenir la infeccién por VHC en
un sujeto.

Esta invencién describe un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC de
una célula, que comprende:

a) inmovilizar una glicoproteina de la envuelta de VHC sobre un soporte sélido,

b) poner en contacto la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada con suficiente proteina DC-SIGN de-
tectable para saturar todos los sitios de unidn para la proteina DC-SIGN en la glicoproteina de la envuelta de VHC
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inmovilizada en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGN a la glicoproteina de la envuelta de VHC
inmovilizada para formar un complejo;

c) retirar la proteina DC-SIGN no unida;

d) poner en contacto el complejo con el compuesto; y

e) determinar si se ha desplazado alguna proteina DC-SIGN del complejo, donde el desplazamiento de la proteina
DC-SIGN del complejo indica que el compuesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC, para determinar de

este modo que el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la célula.

Esta invencién proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC
de una célula, que comprende:

a) inmovilizar una glicoproteina de la envuelta de VHC sobre un soporte sélido,

b) poner en contacto la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada con suficiente proteina DC-SIGNR
detectable para saturar todos los sitios de unién para la proteina DC-SIGNR en la glicoproteina de la envuelta de VHC
inmovilizada en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR a la glicoproteina de la envuelta de VHC
inmovilizada para formar un complejo;

c) retirar la proteina DC-SIGNR no unida;

d) poner en contacto el complejo con el compuesto; y

e) determinar si se ha desplazado alguna proteina DC-SIGNR del complejo, donde el desplazamiento de la proteina
DC-SIGNR del complejo indica que el compuesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC, para determinar

de este modo que el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la célula.

Esta invencién describe un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC de
una célula, que comprende:

a) inmovilizar una proteina DC-SIGN sobre un soporte sélido,

b) poner en contacto la proteina DC-SIGN inmovilizada con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC de-
tectable para saturar todos los sitios de unidn para la glicoproteina de la envuelta de VHC en la proteina DC-SIGN
inmovilizada en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGN inmovilizada a la glicoproteina de la
envuelta de VHC para formar un complejo;

c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

d) poner en contacto el complejo con el compuesto;

e) determinar si se ha desplazado alguna glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo, donde el desplaza-
miento de la glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo indica que el compuesto se une a la proteina DC-
SIGN, para determinar de este modo que el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la

célula.

Esta invencion proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC
de una célula, que comprende:

a) inmovilizar una proteina DC-SIGNR sobre un soporte sélido,

b) poner en contacto la proteina DC-SIGNR inmovilizada con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC
detectable para saturar todos los sitios de unién para la glicoproteina de la envuelta de VHC en la proteina DC-SIGNR
inmovilizada en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR inmovilizada a la glicoproteina de la
envuelta de VHC para formar un complejo;

c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

d) poner en contacto el complejo con el compuesto;

e) determinar si se ha desplazado alguna glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo, donde el desplaza-
miento de la glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo indica que el compuesto se une a la proteina DC-

SIGNR, para determinar de este modo que el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la
célula.
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Esta invencion describe un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC de
una célula, que comprende:

a) poner en contacto una glicoproteina de la envuelta de VHC con suficiente proteina DC-SIGN detectable para
saturar todos los sitios de union para la proteina DC-SIGN en la glicoproteina de la envuelta de VHC en condi-
ciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGN a la glicoproteina de la envuelta de VHC para formar un
complejo;

b) retirar la proteina DC-SIGN no unida;

¢) medir la cantidad de proteina DC-SIGN que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC en el complejo.

d) poner en contacto el complejo con el compuesto para desplazar la proteina DC-SIGN del complejo;

(e) medir la cantidad de proteina DC-SIGN que est4 unida al compuesto en presencia del compuesto; y

(f) comparar la cantidad de proteina DC-SIGN unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC en la etapa (e) con
la cantidad medida en la etapa (c), donde una cantidad reducida medida en la etapa (e) indica que el compuesto se une
a la glicoproteina de la envuelta de VHC, para determinar de este modo que el compuesto es un compuesto capaz de

inhibir la infeccién por VHC de la célula.

Esta invencién proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC
de una célula, que comprende:

a) poner en contacto una glicoproteina de la envuelta de VHC con suficiente proteina DC-SIGNR detectable para
saturar todos los sitios de unién para la proteina DC-SIGNR en la glicoproteina de la envuelta de VHC en condiciones
que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR a la glicoproteina de la envuelta de VHC para formar un complejo;

b) retirar la proteina DC-SIGNR no unida;

¢) medir la cantidad de proteina DC-SIGNR que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC en el complejo.

d) poner en contacto el complejo con el compuesto para desplazar la proteina DC-SIGNR del complejo;

(e) medir la cantidad de proteina DC-SIGNR que estd unida al compuesto en presencia del compuesto;

(f) comparar la cantidad de proteina DC-SIGNR unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC en la etapa (e) con
la cantidad medida en la etapa (c), donde una cantidad reducida medida en la etapa (e) indica que el compuesto se une
a la glicoproteina de la envuelta de VHC para identificar de este modo que el compuesto es un compuesto capaz de

inhibir la infeccién por VHC de la célula.

Esta invencion describe un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC de
una célula, que comprende:

(a) inmovilizar una glicoproteina de la envuelta de VHC sobre un soporte sélido;

(b) poner en contacto la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada con el compuesto y la proteina DC-
SIGN detectable en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGN a la glicoproteina de la envuelta de
VHC inmovilizada para formar un complejo;

(c) retirar la proteina DC-SIGN no unida;

(d) comparar la cantidad de proteina DC-SIGN detectable que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC
inmovilizada en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de proteina DC-SIGN detectable que se une
a la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada en ausencia del compuesto;

(e) donde una cantidad reducida de proteina DC-SIGN medida en presencia del compuesto indica que el compuesto
se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGN, para determinar de este modo que el
compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la célula.

En una realizacion de los métodos descritos en este documento, la cantidad de 1a DC-SIGN detectable es suficiente
para saturar todos los sitios de unién para la proteina DC-SIGN en la glicoproteina de la envuelta de VHC.

Esta invencion proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC
de una célula, que comprende:

(a) inmovilizar una glicoproteina de la envuelta de VHC sobre un soporte sélido;
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(b) poner en contacto la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada con el compuesto y la proteina DC-
SIGNR detectable en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR a la glicoproteina de la envuelta
de VHC inmovilizada para formar complejo;

(c) retirar la proteina DC-SIGNR no unida;

(d) comparar la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de
VHC inmovilizada en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable que
se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada en ausencia del compuesto;

(e) donde una cantidad reducida de proteina DC-SIGNR medida en presencia del compuesto indica que el com-
puesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o la proteina DC-SIGNR, para determinar de este modo si el
compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la célula.

En una realizacion de los métodos descritos en este documento, la cantidad de la DC-SIGNR detectable es sufi-
ciente para saturar todos los sitios de union para la proteina DC-SIGNR en la glicoproteina de la envuelta de VHC.

Esta invencion describe un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC de
una célula, que comprende:

(a) inmovilizar una proteina DC-SIGN sobre un soporte sélido;

(b) poner en contacto la proteina DC-SIGN inmovilizada con el compuesto y la glicoproteina de la envuelta de
VHC detectable en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGN inmovilizada a la glicoproteina de la
envuelta de VHC para formar un complejo;

(c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

(d) comparar la cantidad de glicoproteina de la envuelta de VHC detectable que estd unida a la proteina DC-SIGN
inmovilizada en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de glicoproteina de la envuelta de VHC
detectable que se une a la proteina DC-SIGN inmovilizada en ausencia del compuesto;

(e) donde una cantidad reducida de glicoproteina de la envuelta de VHC medida en presencia del compuesto indica
que el compuesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGN, para determinar de este
modo que el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la célula.

En una realizacién de los métodos descritos en ese documento, la cantidad de la glicoproteina de la envuelta de
VHC detectable es suficiente para saturar todos los sitios de unién para la glicoproteina de la envuelta de VHC o la
proteina DC-SIGN.

Esta invencién proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC
de una célula, que comprende:

(a) inmovilizar una proteina DC-SIGNR sobre un soporte sélido;

(b) poner en contacto la proteina DC-SIGNR inmovilizada con el compuesto y la glicoproteina de la envuelta de
VHC detectable en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR inmovilizada a la glicoproteina de la
envuelta de VHC para formar un complejo;

(c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

(d) comparar la cantidad de glicoproteina de la envuelta de VHC detectable que estd unida a la proteina DC-
SIGNR inmovilizada en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de glicoproteina de la envuelta de
VHC detectable que se une a la proteina DC-SIGNR inmovilizada en ausencia del compuesto;

(e) donde una cantidad reducida de glicoproteina de la envuelta de VHC medida en presencia del compuesto indica
que el compuesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGNR, para determinar de este
modo que el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la célula.

En una realizacién de los métodos descritos en este documento, la cantidad de la glicoproteina de la envuelta de
VHC detectable es suficiente para saturar todos los sitios de union para la glicoproteina de la envuelta de VHC en la
proteina DC-SIGNR.

Esta invencion describe un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC en
una célula, que comprende:

(a) poner en contacto una glicoproteina de la envuelta de VHC con el compuesto y la proteina DC-SIGN detectable

en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGN a la glicoproteina de la envuelta de VHC para formar
un complejo;
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(b) retirar la proteina DC-SIGN no unida;

(c) comparar la cantidad de proteina DC-SIGN detectable que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC
en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de proteina DC-SIGN detectable que se une al compuesto
en ausencia del compuesto;

donde una cantidad reducida de proteina DC-SIGN medida en presencia del compuesto indica que el compuesto se
une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGN, para determinar de este modo que el compuesto
es un compuesto capaz de inhibir la infeccion por VHC de la célula.

En una realizacién de los métodos descritos en este documento, la cantidad de la proteina DC-SIGN detectable es
suficiente para saturar todos los sitios de unién para proteina DC-SIGN en la glicoproteina de la envuelta de VHC.

Esta invencién proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC
de una célula, que comprende:

(a) poner en contacto una glicoproteina de la envuelta de VHC con el compuesto y la proteina DC-SIGNR detec-
table en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR a la glicoproteina de la envuelta de VHC para
formar un complejo;

(b) retirar la proteina DC-SIGNR no unida;

(c) comparar la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC
en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable que se une al compuesto
en ausencia del compuesto;

donde una cantidad reducida de proteina DC-SIGNR medida en presencia de un compuesto indica que el com-
puesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGNR, para determinar de este modo que
el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la célula.

En una realizacién de los métodos descritos en este documento, la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable es
suficiente para saturar todos los sitios de unién de la proteina DC-SIGNR en la glicoproteina de la envuelta de VHC.

En los métodos descritos en este documento, una entidad puede volverse detectable marciandola con marcador de-
tectable. Por ejemplo, en una realizacién de los métodos descritos en este documento, la proteina DC-SIGN detectable
estd marcada con un marcador detectable. En una realizacion de los métodos descritos en este documento, la proteina
DC-SIGNR detectable estd marcada con un marcador detectable. En una realizacién de los métodos descritos en este
documento, la glicoproteina de la envuelta de VHC detectable estd marcada con un marcador detectable. Un especia-
lista en la técnica conocerd diversos tipos de marcadores detectables. Tales marcadores detectables incluyen, pero sin
limitacién, marcadores radiactivos, colorimétricos, luminiscentes y fluorescentes.

Esta invencion describe un método para identificar a un agente que inhibe la unién de VHC a DC-SIGN, que
comprende:

(a) inmovilizar una o las dos glicoproteinas de la envuelta de VHC sobre un soporte sélido;
(b) poner en contacto el resultado de la etapa (a) con el agente;

(c) poner en contacto el resultado de la etapa (c) con una forma detectable de proteina DC-SIGN en condiciones
que permitan la unién de la proteina DC-SIGN detectable en ausencia del compuesto;

(d) detectar la cantidad de la proteina DC-SIGN detectable unida, donde una reduccién de la cantidad de proteina
DC-SIGN detectable unida en comparacion con la cantidad unida en ausencia del agente identifica de este modo al
agente como un agente que inhibe la unién de VHC a la proteina DC-SIGN.

Esta invencion describe un método para identificar a un agente que inhibe la unién de VHC a DC-SIGNR, que
comprende:

(a) inmovilizar una o las dos glicoproteinas de la envuelta de VHC sobre un soporte sélido;
(b) poner en contacto el resultado de la etapa (a) con el agente;

(c) poner en contacto el resultado de la etapa (c) con una forma detectable de proteina DC-SIGNR en condiciones
que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR detectable en ausencia del compuesto;

(d) detectar la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable unida, donde una reduccién de la cantidad de proteina

DC-SIGNR detectable unida en comparacién con la cantidad unida en ausencia del agente identifica de este modo al
agente como un agente que inhibe la unién de VHC a la proteina DC-SIGNR.
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Esta invencion describe un método para identificar un agente que inhibe la unién de VHC a DC-SIGN, que com-
prende:

(a) inmovilizar la proteina DC-SIGN sobre un soporte s6lido;
(b) poner en contacto el resultado de la etapa (a) con el agente;

(c) poner en contacto el resultado de la etapa (b) con una forma detectable de una o mas de las glicoproteinas de la
envuelta de VHC en condiciones que permitan la union de la glicoproteina o las glicoproteinas de la envuelta de VHC
detectables en ausencia del compuesto;

(d) detectar la cantidad de glicoproteina(s) de la envuelta de VHC detectable(s), donde una reduccién de la cantidad
de glicoproteinas(s) de la envuelta de VHC detectable(s) unida(s) en comparacion con la cantidad unida en ausencia
del agente identifica de este modo al agente como un agente que inhibe la unién de VHC a la proteina DC-SIGN.

Esta invencion describe un método para identificar un agente que inhibe la unién de VHC a DC-SIGNR, que
comprende:

(a) inmovilizar una proteina DC-SIGNR sobre un soporte sélido;
(b) poner en contacto el resultado de la etapa (a) con el agente;

(c) poner en contacto el resultado de la etapa (c) con una forma detectable de una o més de las glicoproteinas de la
envuelta de VHC en condiciones que permitan la union de la glicoproteina o las glicoproteinas de la envuelta de VHC
detectables en ausencia del compuesto;

(d) detectar la cantidad de glicoproteina(s) de la envuelta de VHC detectable(s) unida(s), donde una reduccién de
la cantidad de glicoproteinas(s) de la envuelta de VHC detectable(s) unida(s) en comparacién con una cantidad unida
en ausencia del agente identifica de este modo al agente como un agente que inhibe la unién de VHC a la proteina
DC-SIGN.

En una realizacién del método descrito en este documento, el soporte sélido es un pocillo de placa de micro-
titulacién. En otra realizacién, el soporte sélido es una perla. En una realizacién adicional, el soporte sélido es un
chip sensor de resonancia de plasmoén superficial. El chip sensor de resonancia de plasmén superficial puede tener
estreptavTi&ina pre-inmovilizada. En una realizacion, el chip sensor de resonancia de plasmoén superficial es un chip
BIAcore™.

En una realizacion de los anteriores métodos, la molécula detectable estd marcada con un marcador detectable. En
otrarealizacion de los anteriores métodos, la molécula detectable se detecta poniéndola en contacto con otro compuesto
que es capaz de unirse a la molécula detectable y ademas es detectable. Los marcadores detectables incluyen los
descritos anteriormente.

Como se usa en este documento, los términos “agente” y “compuesto” incluyen restos proteicos y no proteicos.
En una realizacién, el agente/compuesto es una molécula pequefia. En otra realizacién, el agente/compuesto es una
proteina. La proteina puede ser, a modo de ejemplo, un anticuerpo dirigido contra una parte de una glicoproteina de
la envuelta de VHC. El agente/compuesto puede derivar de una biblioteca de compuestos de bajo peso molecular o de
una biblioteca de extractos de plantas u otros organismos. En una realizacion, el agente es conocido. En una realizacién
separada, el agente/compuesto no se conoce previamente. Los agentes/compuestos de la presente invencién incluyen,
pero sin limitacién, compuestos o entidades moleculares tales como péptidos, polipéptidos y otras moléculas orgénicas
o inorgdnicas, y combinaciones de las mismas.

Los compuestos de la presente invencién inhiben la infeccién por VHC de células susceptibles a la infeccion
por VHC. Los compuestos de la presente invencion preferiblemente tienen especificidad para prevenir o inhibir la
infeccién por VHC y no inhiben la infeccién por otros virus, tales como VIH, que pueden utilizar DC-SIGN o DC-
SIGNR para la infeccién. Ademas, los compuestos de la presente invencion preferiblemente no interfieren o inhiben
miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, en particular, los compuestos no interfieren con ICAM-2 o
ICAM-3 o con moléculas similares a ICAM-2 o similares a ICAM-3.

Como se usa en este documento, los términos “agente” y “compuesto” se pueden usar de forma indistinta. En una
realizacion de los métodos descritos en este documento, el agente es un anticuerpo o una parte de un anticuerpo. En una
realizacion del anticuerpo, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En una realizacién del anticuerpo, el anticuerpo
es un anticuerpo policlonal. En una realizacién del anticuerpo, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado. En una
realizacién del anticuerpo, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico. La parte del anticuerpo puede comprender una
cadena ligera del anticuerpo. La parte del anticuerpo puede comprender una cadena pesada del anticuerpo. La parte
del anticuerpo puede comprender una parte Fab del anticuerpo. La parte del anticuerpo puede comprender una parte F
(ab’), del anticuerpo. La parte del anticuerpo puede comprender una parte Fd del anticuerpo. La parte del anticuerpo
puede comprender una parte Fv del anticuerpo. La parte del anticuerpo puede comprender un dominio variable del
anticuerpo. La parte del anticuerpo puede comprender uno o mas dominios CDR del anticuerpo.
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En una realizacién de los métodos descritos en este documento, el agente es un polipéptido. En una realizacién de
los métodos descritos en este documento, el agente es un oligopéptido. En una realizacién de los métodos descritos en
este documento, el agente es un agente no peptidico. En una realizacién, el agente no peptidico es un compuesto que
tiene un peso molecular menor de 500 daltons.

Esta invencidn describe un método para obtener una composicién que comprende:

(a) identificar un compuesto que inhibe la infeccién por VHC de una célula de acuerdo con un método descrito en
este documento; y

(b) mezclar el compuesto identificado de este modo o un homélogo o un derivado del mismo con un vehiculo para
obtener de este modo una composicion.

Esta invencién describe un método para obtener una composiciéon que comprende:

(a) identificar un compuesto que inhibe la unién de VHC a DC-SIGN de acuerdo con uno de los métodos descritos
en este documento; y

(b) mezclar el compuesto identificado de este modo o un homélogo o un derivado del mismo con un vehiculo.
Esta invencidn describe un método para obtener una composicién que comprende:

(a) identificar un compuesto que inhibe la unién de VHC a DC-SIGNR de acuerdo con uno de los anteriores
métodos; y

(b) mezclar el compuesto identificado de este modo o un homologo o derivado del mismo con un vehiculo.

En una realizacién de estos métodos para obtener una composicion, este método comprende adicionalmente recu-
perar el compuesto identificado antes de que se mezcle con el vehiculo.

Esta invencién describe un método para tratar o prevenir una enfermedad hepética en un sujeto, que comprende
administrar al sujeto una cantidad eficaz de un compuesto capaz de inhibir la unién de una glicoproteina de la envuelta
de VHC a una proteina DC-SIGN presente en la superficie de las células del sujeto, para tratar o prevenir de este modo
la enfermedad hepdtica en el sujeto. Esta invencidn proporciona un método para tratar o prevenir una enfermedad
hepética en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un compuesto capaz de inhibir la
unién de una glicoproteina de la envuelta de VHC a una proteina DC-SIGNR presente en la superficie de las células
del sujeto, para tratar o prevenir de este modo la enfermedad hepética en el sujeto. En una realizacién de los métodos
descritos en este documento, la enfermedad hepdtica es hepatitis. En una realizacién de los métodos descritos en este
documento, la enfermedad hepadtica es cirrosis.

Esta invencidon describe un método para tratar o prevenir el carcinoma hepatocelular en un sujeto, que comprende
administrar el sujeto a una cantidad eficaz de un compuesto capaz de inhibir la unién de una glicoproteina de la envuelta
de VHC a una proteina DC-SIGN presente en la superficie de las células del sujeto, para tratar o prevenir de este modo
el carcinoma hepatocelular en el sujeto. Esta invencién proporciona un método para tratar o prevenir el carcinoma
hepatocelular en un sujeto, que comprende administrar al sujeto en una cantidad eficaz de un compuesto capaz de
inhibir la unién de una glicoproteina de la envuelta de VHC a una proteina DC-SIGNR presente en la superficie de las
células del sujeto, para tratar o prevenir de este modo el carcinoma hepatocelular en el sujeto.

Esta invencion describe un método para diagnosticar la infeccién por VHC en un sujeto, que comprende:

(a) inmovilizar una proteina DC-SIGN sobre un soporte sé6lido;

(b) poner en contacto la proteina DC-SIGN inmovilizada con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC
detectable para saturar todos los sitios de union para la glicoproteina de la envuelta de VHC sobre la proteina DC-
SIGN inmovilizada para formar un complejo;

(c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

(d) poner en contacto el complejo con una muestra adecuada obtenida del sujeto; y

(e) detectar si se ha desplazado alguna glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo, indicando el desplaza-
miento de la glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo la presencia de anticuerpos anti-VHC presentes en la
muestra, para diagnosticar de este modo la infeccién por VHC del sujeto.

Esta invencion describe un método para diagnosticar la infeccién por VHC de un sujeto, que comprende:

(a) inmovilizar una proteina DC-SIGNR sobre un soporte s6lido;
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(b) poner en contacto la proteina DC-SIGNR inmovilizada con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC
detectable para saturar todos los sitios de unién a la glicoproteina de la envuelta de VHC sobre la proteina DC-SIGNR
inmovilizada para formar un complejo;

(c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;
(d) poner en contacto el complejo con una muestra adecuada obtenida del sujeto; y

(e) detectar si se ha desplazado alguna glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo; indicando el desplaza-
miento de la glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo la presencia de anticuerpos anti-VHC presentes en la
muestra, para diagnosticar de este modo la infeccién por VHC del sujeto.

Esta invencion describe un método para diagnosticar la infeccién por VHC de un sujeto, que comprende:

(a) poner en contacto la proteina DC-SIGN con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC detectable para
saturar todos los sitios de unién para la glicoproteina de la envuelta de VHC en la proteina DC-SIGN para formar un
complejo;

(b) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;
(c) poner en contacto el complejo con una muestra adecuada obtenida del sujeto; y

(d) detectar si se ha desplazado alguna glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo, donde el desplazamiento
de la glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo indica la presencia de anticuerpos anti-VHC presentes en la
muestra, para diagnosticar de este modo la infeccién por VHC del sujeto.

Esta invencién describe un método para diagnosticar la infeccién por VHC de un sujeto, que comprende:

(a) poner en contacto la proteina DC-SIGNR con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC detectable para
saturar todos los sitios de unién para la glicoproteina de la envuelta de VHC en la proteina DC-SIGNR para formar un
complejo;

(b) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;
(c) poner en contacto el complejo con una muestra adecuada obtenida del sujeto; y

(d) detectar si se ha desplazado alguna glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo, indicando el desplaza-
miento de la glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo la presencia de anticuerpos anti-VHC presentes en la
muestra, para diagnosticar de este modo la infeccién por VHC del sujeto.

La capacidad de una proteina DC-SIGN, una proteina DC-SIGNR o un equivalente funcional de las mismas para
unirse a VHC permite el uso de la proteina como un diagndstico para la infeccién por VHC, por ejemplo, en un ELISA
(ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas). En una realizacién, se podria usar una forma soluble de una proteina
DC-SIGN y/o una proteina DC-SIGNR para detectar anticuerpos séricos contra VHC. En una realizacién preferida,
la proteina DC-SIGN y/o la proteina DC-SIGNR o un equivalente funcional de las mismas se inmovilizan en un
soporte sélido y entran en contado con las glicoproteina o glicoproteinas de la envuelta de VHC, que puede ser una
glicoproteina de la envuelta E1 de VHC, una glicoproteina de la envuelta E2 de VHC o ambas. La puesta en contacto
puede tener lugar en presencia o ausencia de suero o de anticuerpos séricos. En un ensayo de esa forma, la unién
competitiva entre los anticuerpos y la glicoproteina o glicoproteinas de VHC para la unién a la proteina inmovilizada,
por lo tanto, hace que la proteina de VHC unida sea, mds particularmente, una medida de los anticuerpos presentes
en la muestra sérica. Después se detecta la cantidad de glicoproteina(s) de VHC unida(s). La glicoproteinas o las
glicoproteinas de VHC se pueden marcar con un marcador radiactivo, enzimdtico, de biotina, fluorescente u otro
marcador detectable para facilitar la deteccion.

Esta invencién describe métodos para diagnosticar la infecciéon por VHC en un sujeto empleando un método
conocido por el especialista en la técnica, incluyendo, pero sin limitacién, un ensayo de tipo sindwich y un ensayo
competitivo.

Por ejemplo, una realizacién de un ensayo de tipo sandwich es del siguiente modo:
(1) obtener una muestra adecuada de la proteina DC-SIGN y/o DC-SIGNR;

(2) poner en contacto la proteina DC-SIGN y/o DC-SIGNR con una glicoproteina de la envuelta de VHC, para
formar un complejo;

(3) obtener una muestra adecuada del sujeto y poner en contacto la glicoproteina de la envuelta de VHC con la
muestra, en condiciones que permitan la formaciéon de un complejo entre la glicoproteina de la envuelta de VHC y
cualquier anticuerpo anti-glicoproteina de la envuelta de VHC presente en la muestra del sujeto;
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(4) poner en contacto los anticuerpos anti-proteina de la envuelta de VHC unidos con anticuerpos anti-IgG humana
detectable que se unirfan a cualquier anticuerpo anti-glicoproteina de la envuelta de VHC unido; y

(5) detectar los anticuerpos anti-IgG humana, indicando la presencia de tales anticuerpos que el sujeto estd infec-
tado por VHC.

Por ejemplo, una realizacién de un ensayo competitivo es del siguiente modo:
(1) obtener una muestra adecuada de proteina DC-SIGN y/o DC-SIGNR;

(2) poner en contacto la proteina DC-SIGN y/o DC-SIGNR con una glicoproteina de la envuelta de VHC, para
formar un complejo;

(3) poner en contacto la glicoproteina de la envuelta de VHC con una muestra del sujeto, en condiciones que
permitan la unién entre cualquier anticuerpo anti-VHC presente en la muestra y la glicoproteina de la envuelta de
VHC;

(4) poner contacto también la glicoproteina de la envuelta de VHC con anticuerpos anti-glicoproteina de la envuelta
de VHC detectables en condiciones que permitan la unién entre los anticuerpos anti-glicoproteina de la envuelta de
VHC detectables y la glicoproteina de la envuelta de VHC; y

(5) determinar la cantidad de anticuerpos anti-glicoproteina de la envuelta de VHC detectables unidos, en compa-
racién con la cantidad unida en ausencia de ninguna muestra del sujeto, indicando una cantidad aumentada medida en
ausencia de la muestra que el sujeto estd infectado por VHC.

En una realizacion de los métodos y ensayos descritos en este documento, la muestra del sujeto es una muestra
sérica. En una realizacidn, la proteina DC-SIGN y/o DC-SIGNR estd inmovilizada. Los anteriores métodos pueden
incluir etapas de lavado para eliminar los compuestos no unidos incluyendo, pero sin limitacién, glicoproteina de la
envuelta de VHC no unida, muestra del sujeto no unida, anticuerpos anti-glicoproteina de la envuelta de VHC no
unidos y anticuerpos anti-IgG humana detectables no unidos. En una realizacién, los anticuerpos anti-IgG humana de-
tectables se marcan con un marcador detectable. En una realizacién, los anticuerpos anti-envuelta de VHC detectables
se marcan con un marcador detectable. En una realizacién, la cantidad de anticuerpos anti-IgG humana detectada se
compara con una cantidad medida en ausencia de glicoproteinas de la envuelta de VHC para determinar una medida
basal.

Esta invencion describe un articulo de fabricacién que comprende un soporte sélido que tiene, fijado de forma fun-
cional al mismo, un agente capaz de formar especificamente un complejo con un dominio presente en una glicoproteina
de la envuelta de VHC.

El soporte sélido puede ser cualquier soporte sélido conocido en la técnica al cual se puede fijar de forma funcional
el agente. Los soportes sdlidos incluyen, a modo de ejemplo, polimeros naturales o sintéticos. Los polimeros sintéticos
incluyen, a modo de ejemplo, poliestireno, polietileno y polipropileno. Los polimeros naturales incluyen, a modo de
ejemplo, latex. El soporte sdlido se puede seleccionar, por ejemplo, del grupo compuesto por una perla, un recepticulo
y un filtro. Los soportes sélidos en forma de perlas se usan ampliamente y se pueden adquirir facilmente por los
especialistas en la técnica. Las perlas incluyen, por ejemplo, perlas de litex y de poliestireno.

El recepticulo puede ser cualquier recepticulo en el que se almacene un fluido corporal o con el que entre el
contacto dicho fluido. Por ejemplo, el recepticulo puede estar en la forma de una bolsa o un tubo. En la realizacién
preferida, el receptdculo es una bolsa destinada especificamente a la recogida y/o el almacenamiento de sangre o
componentes sanguineos.

Los soportes solidos en forma de filtro se usan ampliamente y se pueden adquirir ficilmente por los especialistas
en la técnica. Los filtros incluyen, por ejemplo, filtros de poliéster (por ejemplo, dispositivos de leucofiltracién de
poliéster) y filtros de acetato de celulosa.

El agente fijado al soporte s6lido puede ser una proteina o un agente no proteico. En una realizacidn, el agente es
DC-SIGN y/o DC-SIGNR. En una realizacién, el agente es un anticuerpo o una parte. Este anticuerpo puede ser uno
que sea capaz de unirse a una glicoproteina de la envuelta de VHC.

Como se usa en este documento, “fijado de forma funcional” significa fijado de una manera que permite la for-
macién de un complejo entre el agente fijado y el dominio presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC. Los
métodos para fijar de forma funcional un agente a un soporte s6lido se conocen bien por los especialistas en la técnica.

Como se usa en este documento, “capaz de formar especificamente un complejo con un dominio presente en

una glicoproteina de la envuelta de VHC” significa capaz de formar un complejo con un dominio presente en una
glicoproteina de la envuelta de VHC, pero incapaz de formar un complejo con cualquier otro dominio.
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En una realizacién, el dominio presente en la glicoproteina de la envuelta de VHC es un dominio conservado. Como
se usa en este documento, un “dominio conservado” es un dominio de glicoproteina de la envuelta que esta presente
en, y cuya estructura es invariable entre, al menos 90% de todas las cepas de VHC. En la realizacién preferida, el
dominio conservado presente en la glicoproteina de la envuelta de VHC es el dominio de unién a DC-SIGN y/o DC-
SIGNR de la glicoproteina de la envuelta de VHC. En otra realizacién, el dominio presente en la glicoproteina de la
envuelta de VHC es un dominio no conservado.

Esta invencion describe adicionalmente un articulo de fabricacién que comprende un soporte sélido que tiene fijado
de forma funcional al mismo una pluralidad de agentes, siendo cada agente capaz de formar especificamente un conejo
con un dominio presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC.

Como se usa en este documento, una “pluralidad de agentes” significa al menos dos agentes. En una realizacion,
la pluralidad de agentes consiste en una pluralidad de moléculas basadas en DC-SIGN y/o DC-SIGNR. En otra reali-
zacidn, la pluralidad de agentes consiste en una pluralidad de anticuerpos. En una realizacién adicional, la pluralidad
de agentes comprende un anticuerpo y una molécula basada en DC-SIGN y/o DC-SIGNR.

Esta invencidn proporciona adicionalmente un agente soluble en agua que (a) es capaz de formar especificamente
un complejo con un dominio presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC, y (b) comprende un resto capaz de
formar especificamente un complejo con un ligando conocido, permitiendo dicho resto la retirada del agente de una
muestra por el contacto con una forma inmovilizada del ligando conocido. Como se usa en este documento, “soluble
en agua” significa capaz de existir en forma soluble en agua a 4°C a una concentracion de al menos 1 pM.

El uso de un resto capaz de formar especificamente un complejo con un ligando conocido se denomina comun-
mente en la técnica “marcaje molecular”. El resto se puede seleccionar, por ejemplo, entre el grupo compuesto por
una molécula pequefia y una proteina. El ligando incluye, pero sin limitacién, por ejemplo, un ién metalico, una molé-
cula pequeiia, un péptido o una proteina. Los ejemplos especificos de combinaciones de resto/ligando incluyen, pero
sin limitacidn, (a) oligohistidina/ion niquel, (b) glutatién S-transferasa/glutation, (c) biotina/estreptavidina, y (d) el
péptido HA YPYDVPDYA/anticuerpo anti-péptido HA. El resto se puede unir por cualquier método conocido por el
especialista en la técnica, tal como por ejemplo quimicamente o genéticamente.

Esta invencién describe adicionalmente un método para tratar una muestra de fluido corporal para retirar de la
misma VHC o glicoproteina de la envuelta de VHC si estd presente en la muestra, que comprende poner en contacto
la muestra en condiciones adecuadas con un articulo de fabricacién que comprende un soporte sélido que tiene fijado
de forma funcional al mismo un agente capaz de formar especificamente un complejo con un dominio presente en
una glicoproteina de la envuelta de VHC, retirando de este modo VHC o glicoproteina de la envuelta de VHC si esta
presente en la muestra.

Como se usa en este documento, “tratar una muestra de fluido corporal para retirar de la misma VHC” significa
(a) convertir el VHC presente en la muestra de fluido corporal en incapaz de invadir células diana, tales como las
que expresan DC-SIGN y/o DC-SIGNR, (b) separar fisicamente VHC de la muestra de fluido corporal o (c) una
combinacién de (a) y (b), con la salvedad de que el VHC presente en la muestra resultante y capaz de invadir células
diana no supere 50% de la cantidad de dicho VHC presente en la muestra antes de retirar el VHC. Como se usa en este
documento, una célula diana incluye una célula que tiene DC-SIGN y/o DC-SIGNR presente en su superficie, donde
la célula que expresa DC-SIGN y/o DC-SIGNR es capaz de unirse especificamente y fusionarse con el VHC que ha
entrado en contacto con ella.

Son condiciones adecuadas para poner en contacto la muestra con el articulo de fabricacion de la presente invencién
condiciones que permitan la formacién de un complejo entre el agente y VHC. Estas condiciones se conocen por los
especialistas en la técnica.

Esta invencion describe adicionalmente un método para tratar una muestra de fluido corporal para reducir sustan-
cialmente la probabilidad de que un sujeto se infecte por VHC como un resultado del contacto con la muestra, que
comprende poner en contacto la muestra con una cantidad adecuada de un agente soluble en agua capaz de formar
especificamente un complejo con un dominio presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC, para formar un
complejo entre el agente y el VHC si estd presente en la muestra y reducir de esta manera la probabilidad de que un
sujeto se infecte por VHC como resultado del contacto con la muestra.

Esta invencién describe un método para reducir sustancialmente la cantidad de glicoproteina de la envuelta de
VHC en una muestra de fluido corporal, que comprende poner en contacto la muestra con una cantidad adecuada de
un agente soluble en agua capaz de formar especificamente un complejo con un dominio presente en una glicoproteina
de la envuelta de VHC, para formar un complejo entre el agente y el VHC si estd presente en la muestra y reducir de
esta manera la cantidad de glicoproteina de la envuelta de VHC en la muestra.

En una realizacion, la sangre de individuos infectados por VHC se pasara a través de filtros en los que se han
inmovilizado proteinas o anticuerpos basados en DC-SIGN y/o DC-SIGNR. Esto permitird la retirada de viriones de
VHC o de glicoproteina de la envuelta de VHC de la sangre. La presencia de glicoproteina de la envuelta de VHC de
la sangre puede patogénica, por ejemplo, por la unién a células que expresan DC-SIGN y/o DC-SIGNR e inhibiendo
la respuesta inmune o iniciando la apoptosis de estas células.
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En la realizacién preferida, el sujeto es un ser humano. Como se usa en este documento, la reduccién sustancial
de la probabilidad de que el sujeto se infecte por VHC significa la reduccién de la probabilidad de que el sujeto
se infecte por VHC al menos a la mitad. Por ejemplo, si un sujeto tiene una probabilidad de 1% de infectarse por
VHC, una disminucién a la mitad en la probabilidad de que el sujeto se infecte con VHC daria como resultado una
probabilidad de infectarse por VHC de 0,5%. En una realizacion, reducir sustancialmente la probabilidad de que el
sujeto se infecte con VHC significa reducir la probabilidad al menos diez veces. En la realizacion preferida, reducir
sustancialmente la probabilidad de que un sujeto se infecte con VHC significa reducir la probabilidad al menos 100
veces.

Como se usa en este documento “que el sujeto se infecte con VHC” significa la invasién de las propias células del
sujeto por VHC.

Como se usa en este documento, un contacto con una muestra de fluido corporal es cualquier contacto suficiente
para provocar que el VHC presente en la muestra se transmita al cuerpo del sujeto e infecte de este modo al sujeto con
VHC.

La cantidad de agente soluble en agua adecuada para reducir sustancialmente la probabilidad de que un sujeto se
infecte con VHC se puede determinar de acuerdo con métodos conocidos por los especialistas en la técnica. En una
realizacion, la cantidad adecuada de agente soluble en agua es una cantidad comprendida entre aproximadamente 1
pM y aproximadamente 10 mM. En la realizacién preferida, la cantidad adecuada de agente soluble en agua es una
cantidad comprendida entre aproximadamente 1 pM y aproximadamente 10 M.

En una realizacion, el agente es un anticuerpo. En otra realizacion, el agente es una molécula basada en DC-SIGN
y/o DC-SIGNR.

Esta invencidn describe adicionalmente un método para tratar una muestra de fluido corporal para reducir de este
modo sustancialmente la probabilidad de que un sujeto se infecte con VIH-1 como resultado de un contacto con la
muestra, que comprende las etapas de (a) poner en contacto la muestra con una cantidad adecuada de un agente soluble
en agua capaz de formar especificamente un complejo con un dominio presente en una glicoproteina de la envuelta
de VHC, formando de este modo un complejo entre el agente y el VHC si estd presente en la muestra; y (b) retirar
cualquier complejo formado de este modo de la muestra resultante, para reducir de este modo la probabilidad de que
un sujeto se infecte con VHC como un resultado del contacto con la muestra.

La retirada del complejo de la muestra resultante se puede conseguir de acuerdo con métodos bien conocidos por
los especialistas en la técnica. Estos métodos incluyen, por ejemplo, cromatografia de afinidad.

El presente método puede comprender adicionalmente la etapa de retirar de la muestra el agente que no ha formado
un complejo si dicha retirada es deseable (por ejemplo, cuando el agente provocaria efectos indeseables en el sujeto al
que se administra).

Esta invencién describe adicionalmente un método para tratar una muestra de fluido corporal para reducir de
este modo sustancialmente la probabilidad de que un sujeto se infecte con VHC como un resultado del contacto con la
muestra, que comprende las etapas de (a) poner en contacto la muestra con una cantidad adecuada de un agente soluble
en agua que (i) es capaz de formar especificamente un complejo con un dominio presente en una glicoproteina de la
envuelta de VHC y (ii) comprende un resto capaz de formar especificamente un complejo con un ligando conocido,
permitiendo dicho resto la retirada del agente de una muestra por contacto con una forma inmovilizada del ligando
conocido, formando de este modo un complejo entre el agente y el VHC si estd presente en la muestra; y (b) retirar
cualquier complejo formado de este modo de la muestra resultante poniendo en contacto la muestra resultante con una
forma inmovilizada del ligando conocido, para reducir de este modo la probabilidad de que un sujeto se infecte por
VHC como resultado del contacto con la muestra.

Los métodos para inmovilizar ligandos son bien conocidos por los especialistas en la técnica. Como se usa en
este documento, un ligando en su “forma inmovilizada” es capaz de formar un complejo con el resto reconocido
especificamente por el ligando en su forma libre.

Esta invencion describe adicionalmente un método para tratar una muestra de fluido corporal para reducir sus-
tancialmente la probabilidad de que un sujeto se infecte con VHC como resultado del contacto con la muestra, que
comprende las etapas de (a) poner en contacto la muestra en condiciones adecuadas con un articulo de fabricacién que
comprende un soporte sélido que tiene fijado de forma funcional al mismo un agente capaz de formar especificamente
un complejo con un dominio presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC; y (b) poner en contacto la muestra
con una cantidad adecuada de un agente soluble en agua capaz de formar especificamente un complejo con un domi-
nio presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC, para formar un complejo entre el agente y el VHC si estd
presente en la muestra, con la salvedad de que la etapa (a) puede preceder o seguir a la etapa (b).

Esta invencion describe adicionalmente un método para tratar una muestra de fluido corporal para reducir sus-
tancialmente la probabilidad de que un sujeto se infecte con VHC como resultado del contacto con la muestra, que
comprende las etapas de (a) poner en contacto la muestra en condiciones adecuadas con un articulo de fabricacién que
comprende un soporte s6lido que tiene fijado de forma funcional al mismo un agente capaz de formar especificamente
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un complejo con un dominio presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC; y (b) (i) poner en contacto la
muestra con una cantidad adecuada de un agente soluble en agua capaz de formar especificamente un complejo con un
dominio presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC, formando de este modo un complejo entre el agente y el
VIH-1 si estd presente en la muestra, y (ii) retirar cualquier complejo formado de este modo de la muestra resultante,
con la salvedad de que la etapa (a) puede preceder o seguir a la etapa (b).

Esta invencién describe adicionalmente un método para tratar una muestra de fluido corporal para reducir de
este modo sustancialmente la probabilidad de que un sujeto se infecte con VHC como resultado del contacto con
la muestra, que comprende las etapas de (a) poner en contacto la muestra en condiciones adecuadas con un articulo
de fabricacién que comprende un soporte sélido que tiene fijado de forma funcional al mismo un agente capaz de
formar especificamente un complejo con un dominio presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC; y (b) (I)
poner en contacto la muestra con una cantidad adecuada de un agente soluble en agua que (1) es capaz de formar
especificamente un complejo con un dominio presente en una glicoproteina de la envuelta de VIH-1, y (2) comprende
un resto capaz de formar especificamente un complejo con un ligando conocido, formando de este modo un complejo
entre el agente y el VHC si estd presente en la muestra, y (II) retirar cualquier complejo formado de este modo de la
muestra resultante poniendo en contacto la muestra resultante con una forma inmovilizada del ligando conocido, con
la salvedad de que la etapa (a) puede preceder o seguir a la etapa (b).

Los métodos de la presente invencion pueden comprender adicionalmente la etapa de retirar células diana de la
muestra de fluido corporal. En una realizacion, las células diana son leucocitos. Los métodos para retirar leucocitos
de una muestra de fluido corporal son bien conocidos por los especialistas en la técnica e incluyen, por ejemplo,
leucofiltracion.

Como se usa en este documento, un fluido corporal es cualquier fluido que estd presente en el cuerpo de un sujeto
y es capaz de contener VHC en un sujeto infectado por VHC. Los fluidos corporales incluyen, pero sin limitacion,
sangre entera o derivados de la misma (por ejemplo, preparaciones de glébulos rojos y plaquetas), saliva, liquido
cefalorraquideo, lagrimas, secreciones vaginales, orina, fluido alveolar, fluido sinovial, semen, fluido pleural y médula
dsea. En la realizacion preferida, el fluido corporal es un fluido que se tiene que administrar a un sujeto. Ademds, en
la realizacién preferida, la muestra de fluido corporal se selecciona entre el grupo compuesto por sangre entera, una
preparacion de glébulos rojos, una preparacion de plaquetas y semen.

Las muestras de fluido corporal tales como sangre entera pueden comprender adicionalmente sustancias exdgenas
afiadidas a las mismas con propoésitos clinicos y de almacenamiento. Estas sustancias exégenas incluyen, a modo de
ejemplo, anticoagulantes (por ejemplo, citrato) y conservantes (por ejemplo, dextrosa).

En una realizacidn, las etapas de puesta en contacto de los métodos de la presente invencién se realizan a apro-
ximadamente 4°C. En otra realizacion, las etapas de puesta en contacto de los métodos de la presente invencién se
realizan a aproximadamente 20°C. En otra realizacién mads, las etapas de puesta en contacto de los métodos de la
presente invencion se realizan a aproximadamente 37°C.

La invencién también describe un kit para tratar una muestra de fluido corporal para reducir sustancialmente la
probabilidad de que un sujeto se infecte con VHC como resultado del contacto con la muestra, que comprende el
articulo de fabricacidon que se ha descrito anteriormente.

Esta invencién describe adicionalmente un kit para tratar una muestra de fluido corporal para reducir sustancial-
mente la probabilidad de que un sujeto se infecte con VHC como resultado del contacto con la muestra, que compren-
de, en compartimentos separados: (a) un articulo de fabricacién que comprende un soporte sélido que tiene fijado de
forma funcional al mismo un agente capaz de formar especificamente un complejo con un dominio presente en una
glicoproteina de la envuelta de VHC; y (b) un agente soluble en agua capaz de formar especificamente un complejo
con un dominio presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC.

Esta invencion describe adicionalmente un kit para tratar una muestra de fluido corporal para reducir de este modo
sustancialmente la probabilidad de que un sujeto se infecte con VHC como resultado del contacto con la muestra,
que comprende, en compartimentos separados: (a) un articulo de fabricacién que comprende un soporte sélido que
tiene fijado de forma funcional al mismo un agente capaz de formar especificamente un complejo con un dominio
presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC; y (b) un agente soluble en agua que (1) es capaz de formar
especificamente un complejo con un dominio presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC, y (2) comprende
un resto capaz de formar especificamente un complejo con un ligando conocido, permitiendo dicho resto la retirada del
agente de la muestra por contacto con una forma inmovilizada del ligando conocido; y (c) un articulo de fabricacién
que comprende un soporte solido que tiene fijado de forma funcional al mismo el ligando conocido capaz de formar
especificamente un complejo con el resto del agente soluble en agua de la etapa (b).

Esta invencién describe un kit para tratar una muestra de fluido corporal para reducir de este modo sustancialmente
la probabilidad de que un sujeto se infecte con VHC con un resultado del contacto con la muestra, que comprende,
en compartimentos separados: (a) un agente soluble en agua que (i) es capaz de formar especificamente un complejo
con un dominio presente en una glicoproteina de la envuelta de VHC, y (ii) comprende un resto capaz de formar
especificamente un complejo con un ligando conocido, permitiendo dicho resto la retirada del agente de una muestra
por el contacto con una forma inmovilizada del ligando conocido; y (b) un articulo de fabricacién que comprende un
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soporte sé6lido que tiene fijado de forma funcional al mismo un ligando conocido capaz de formar especificamente un
complejo con el resto de dicho agente soluble en agua.

Esta invencion también describe un kit para reducir la cantidad de VHC o glicoproteina de la envuelta de VHC
presente en una muestra de fluido corporal, que comprende el articulo de fabricacion que se ha descrito anteriormente.
En una realizacion, el fluido corporal es sangre.

Los kits de la presente invencion pueden comprender adicionalmente tampones adecuados.

Para facilitar la comprensién de los siguientes ejemplos, se describen mejor determinados métodos y/o términos
que aparecen con frecuencia en Sambrook, et al.

Los métodos descritos en este documento para capturar los viriones de VHC se pueden usar para cualquier prop6si-
to conocido por un especialista en la técnica. En una realizacién, el método se emplea para reducir la infectividad de la
muestra de un sujeto. En una realizacién, el método se emplea para concentrar los viriones de VHC para proporcionar
una mayor probabilidad de deteccién de VHC, tal como en un ensayo de PCR para 4cido nucleico de VHC, tal como
ARN de VHC.

La obtencién de una muestra de células con glicoproteina de la envuelta de VHC se puede realizar de acuerdo con
métodos bien conocidos por los especialistas en la técnica. Las células con glicoproteina de la envuelta de VHC se
pueden obtener a partir de sangre o de cualquier otro fluido corporal que se sepa que contiene células con glicoproteina
de la envuelta de VHC en sujetos infectados por VHC.

Esta invencién describe un compuesto o agente capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGN a una glicopro-
teina de la envuelta de VHC, inhibiendo de este modo la infeccién por VHC de una célula. Esta invencién proporciona
un compuesto o agente capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGNR a una glicoproteina de la envuelta de
VHC, inhibiendo de este modo la infeccién por VHC de una célula.

Esta invencion describe un anticuerpo o una parte del mismo capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGN
a una glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho anticuerpo a un epitopo localizado dentro de una regién
de la proteina DC-SIGN, uniéndose dicha regién de la proteina DC-SIGN a una glicoproteina de la envuelta de VHC.
Esta invencién proporciona un anticuerpo o una parte del mismo capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGNR
a una glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho anticuerpo a un epitopo localizado dentro de una regién
de la proteina DC-SIGNR, uniéndose dicha regién de la proteina DC-SIGNR a una glicoproteina de la envuelta de
VHC.

Esta invencion describe un anticuerpo o una parte del mismo capaz de inhibir de unién de una proteina DC-SIGN
a una glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho anticuerpo a un epitopo localizado dentro de una regién
de la glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicha regién de la glicoproteina de la envuelta de VHC a una
proteina DC-SIGN. Esta invencién proporciona un anticuerpo o una parte del mismo capaz de inhibir la unién de una
proteina DC-SIGN a una glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho anticuerpo a un epitopo localizado
dentro de una regién de la glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicha regién de la glicoproteina de la
envuelta de VHC a una proteina DC-SIGNR.

En una realizacién de los anticuerpos o partes de los mismos descrita en este documento, el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal. En una realizacién de los anticuerpos o partes de los mismos descrita en este documento,
el anticuerpo es un anticuerpo policlonal. En una realizacién de los anticuerpos o partes de los mismos descrita en
este documento, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado. En una realizacién de los anticuerpos o partes de los
mismos descrita en este documento, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico. En una realizacion de los anticuerpos
o partes de los mismos descrita en este documento, la parte de los anticuerpos comprende una cadena ligera del
anticuerpo. En una realizacién de los anticuerpos o partes de los mismos descrita en este documento, la parte del
anticuerpo comprende una cadena pesada del anticuerpo. En una realizacion de los anticuerpos o partes de los mismos
descrita en este documento, la parte del anticuerpo comprende una parte Fab del anticuerpo. En una realizacién de los
anticuerpos o partes de los mismos descrita en este documento, la parte del anticuerpo comprende una parte F(ab’),
del anticuerpo. En una realizacién de los anticuerpos o partes de los mismos descrita en este documento, la parte
del anticuerpo comprende una parte Fd del anticuerpo. En una realizacion de los anticuerpos o partes de los mismos
descrita en este documento, la parte del anticuerpo comprende una parte Fv del anticuerpo. En una realizacion de los
anticuerpos o partes de los mismos descrita en este documento, la parte del anticuerpo comprende un dominio variable
del anticuerpo. En una realizacion de los anticuerpos o partes de los mismos descrita en este documento, la parte del
anticuerpo comprende uno o mis dominios de CDR del anticuerpo.

En una realizacion de los anticuerpos o partes de los mismos descrita en este documento, el anticuerpo se une a
un epitopo localizado dentro de una regién de una glicoproteina de la envuelta E1 de VHC. En una realizacién de los
anticuerpos o partes de los mismos descrita en este documento, el anticuerpo se une a un epitopo localizado dentro de
una regién de una glicoproteina de la envuelta E2 de VHC.

La invencion incluye anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que tienen la capacidad de bloquear la interaccion
entre VHC y DC-SIGN y/o la interaccién entre VHC y DC-SIGNR. Los anticuerpos pueden tener especificidad por
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VHC, DC-SIGN o DC-SIGNR. De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un anticuerpo
con la anterior especificidad para usar en el tratamiento de todas las infecciones por VHC y en la fabricacién de un me-
dicamento para el tratamiento de una infeccién por VHC. El anticuerpo es preferiblemente un anticuerpo monoclonal.
Dicho anticuerpo se puede usar para bloquear de forma temporal el receptor de DC-SIGNR previniendo la infeccién
por VHC, por ejemplo, inmediatamente después de una infeccién accidental con sangre infectada por VHC.

Como se usa en este documento, “anticuerpo” incluye tanto anticuerpos de origen natural como anticuerpos de
origen no natural. Especificamente, “anticuerpo” incluye anticuerpos policlonales y monoclonales y fragmentos mo-
novalentes y divalentes de los mismos. Ademds, “anticuerpo’ incluye anticuerpos quiméricos, anticuerpos totalmente
sintéticos, anticuerpos monocatenarios y fragmentos de los mismos. El anticuerpo puede ser un anticuerpo huma-
no o no humano. Un anticuerpo no humano se puede humanizar mediante métodos recombinantes para reducir su
inmunogenicidad en el ser humano. Los anticuerpos se preparan de acuerdo con la metodologia convencional. Los
anticuerpos monoclonales se pueden generar usando el método de Kohler y Milstein (Nature, 256:495, 1975). Para
preparar anticuerpos monoclonales ttiles en la invencidn, un ratén u otro animal hospedador apropiado se inmuniza
a intervalos adecuados (por ejemplo, dos veces por semana, semanalmente, tres veces al mes o mensualmente) con
formas antigénicas de VHC, glicoproteinas de la envuelta de VHC, DC-SIGN o DC-SIGNR. Al animal se le puede
administrar un “refuerzo” final de antigeno en la semana previa al sacrificio. A menudo es deseable usar un adyuvante
inmunoldgico durante la inmunizacién. Los adyuvantes inmunolégicos adecuados incluyen adyuvante completo de
Freund, adyuvante incompleto de Freund, alumbre, adyuvante de Ribi, Titermax de Hunter, adyuvantes de saponina
tales como QS21 o Quil A, u oligonucleétidos inmunoestimuladores que contienen CpG. En este campo se conocen
bien otros adyuvantes adecuados. Los animales se pueden inmunizar por via subcutdnea, intraperitoneal, intramuscu-
lar, intravenosa, intranasal o por otras vias. Un animal dado se puede inmunizar con multiples formas del antigeno por
mudltiples vias.

En una realizacién, el VHC se purifica a partir del plasma de individuos infectados por VHC usando el método de
centrifugacion en gradiente de sacarosa. Como alternativa, se usan glicoproteinas de la envuelta E1 y/o E2 de VHC
recombinantes, que estan disponibles en el mercado procedentes de una diversidad de fuentes, tales como Austral Bio-
logicals (San Ramon, CA, N° Cat HCA-090-2), Immunodiagnostics (Woburn, MA N° Cat 4001) y Accurate Chemical
(Westbury, MA, N° Cat YVS8921). Las glicoproteinas de la envuelta de VHC recombinantes se pueden proporcio-
nar por expresion en la superficie en lineas celulares recombinantes. La proteina DC-SIGN se puede proporcionar
en forma de células dendriticas humanas, mientras que la proteina DC-SIGNR se puede proporcionar como células
sinusoidales del higado. Se pueden proporcionar formas recombinantes de DC-SIGN y DC-SIGNR usando métodos
que se han descrito previamente {Pohlmann, Soilleux, et al., 2001 ID: 1081}. Como alternativa, el antigeno se puede
proporcionar como péptidos sintéticos correspondientes a regiones antigénicas de interés.

Después del régimen de inmunizacién, se aislan linfocitos del bazo, ganglios linfaticos u otro 6rgano del animal
y se fusionan con una linea celular de mieloma adecuada usando un agente tal como polietilenglicol para formar un
hibridoma. Después de la fusidn, las células se ponen en medio permisivo para el crecimiento de hibridomas pero
no de los compafieros de fusién usando métodos convencionales, como se describe (Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice: Production and Application of Monoclonal Antibodies in Cell Biology, Biochemistry and
Immunology, 3% edicién, Academic Press, New York, 1996).

Después del cultivo de los hibridomas, los sobrenadantes celulares se analizan con respecto a la presencia de
anticuerpos con la especificidad deseada, es decir, que se unen selectivamente al antigeno. Las técnicas analiticas
adecuadas incluyen ELISA, citometria de flujo, inmunoprecipitacién y transferencia de Western. En este campo se
conocen bien otras técnicas de exploracién. Son técnicas preferidas las que confirman la unién de los anticuerpos al
antigeno conformacionalmente intacto, plegado de forma nativa, tales como el ELISA no desnaturalizante, citometria
de flujo e inmunoprecipitacion.

De forma significativa, como se conoce bien en la técnica, solamente una pequefia parte de una molécula de an-
ticuerpo, el pardtopo, esta implicada en la unién del anticuerpo a su epitopo (véase, en general, Clark, W.R. (1986)
The Experimental Foundation of Modern Immunology Wiley & Sons, Inc., New York; Roitt, I. (1991) Essential Im-
munology, 7 Ed., Blackwell Scientific Publications, Oxford). Las regiones pFc’ y Fc, por ejemplo, son efectores de
la cascada del complemento, pero no estdn implicadas en la unién al antigeno. Un anticuerpo del que se ha escindido
enzimdticamente la regién pFc’ o que se ha producido sin la regién pFc’, denominado fragmento F(ab’),, conserva
los dos sitios de unién al antigeno de un anticuerpo intacto. De forma similar, un anticuerpo del que se ha escindido
enzimdticamente la regién Fc o que se ha producido sin la regién Fc, denominado fragmento Fab, conserva uno de
los sitios de unién al antigeno de una molécula de anticuerpo intacta. Continuando, los fragmentos Fab consisten en
una cadena ligera de anticuerpo unida de forma covalente y una parte de la cadena pesada de anticuerpo denominada
Fd. Los fragmentos Fd son el determinante principal de la especificidad del anticuerpo (un tnico fragmento Fd se
puede asociar con hasta diez cadenas ligeras diferentes sin alterar la especificidad del anticuerpo) y los fragmentos Fd
conservan la capacidad de unién al epitopo cuando estdn aislados.

En la parte de unién a antigeno de un anticuerpo, como se conoce bien en la técnica, hay regiones determinantes de
complementariedad (CDR), que interaccionan directamente con el epitopo del antigeno, y regiones flanqueantes (FR),
que conservan la estructura terciaria del paratopo (véase, en general, Clark, 1986; Roitt, 1991). Tanto en el fragmento
Fd de cadena pesada como en la cadena ligera de inmunoglobulinas IgG, hay cuatro regiones flanqueantes (FR1 a FR4)
separadas respectivamente por tres regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDR3). Las CDR, y en
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particular las regiones de CDR3, y més particularmente la CDR3 de cadena pesada, son en gran medida responsables
de la especificidad del anticuerpo.

En la técnica actualmente estd bien establecido que las regiones no CDR de un anticuerpo de mamifero se pueden
sustituir por regiones similares de anticuerpos conespecificos o heteroespecificos siempre que conserven la especi-
ficidad epitépica del anticuerpo original. Esto se manifiesta mas claramente en el desarrollo y uso de anticuerpos
“humanizados” en los que CDR no humanas se unen de forma covalente a regiones FR y/o Fc/pFc’ humanas para
producir un anticuerpo funcional.

Esta invencién proporciona, en determinadas realizaciones, composiciones y métodos que incluyen formas huma-
nizadas de anticuerpos. Como se usa en este documento, “humanizados” describe anticuerpos en los que algunos, la
mayoria o todos de los aminoacidos en el exterior de las regiones CDR se sustituyen por aminoacidos correspondientes
derivados de moléculas de inmunoglobulinas humanas. Los métodos de humanizacién incluyen, pero sin limitacion,
los descritos en las Patentes de Estados Unidos N°4.816.567, 5.225.539, 5.585.089, 5.693.761, 5.693.762 y 5.859.205.
Un especialista habitual en la técnica estard familiarizado con otros métodos para la humanizacién de anticuerpos.

En una realizacién de las formas humanizadas de los anticuerpos, algunos, la mayoria o todos los aminodcidos
en el exterior de las regiones CDR se han sustituido por aminodcidos de moléculas de inmunoglobulina humana,
pero algunos, la mayoria o todos los aminodcidos de una o mds regiones CDR estdn sin modificar. Son permisibles
pequefias adiciones, deleciones, inserciones, sustituciones o modificaciones de aminodcidos siempre que no anulen
la capacidad del anticuerpo de unirse a un antigeno dado. Las moléculas de inmunoglobulina humana adecuadas
incluirfan las moléculas IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA e IgM. Un anticuerpo “humanizado” conserva una especificidad
antigénica similar a la del anticuerpo original. Sin embargo, al usar ciertos métodos de humanizacién, la afinidad y/o
la especificidad de union del anticuerpo se puede aumentar usando métodos de “evolucién dirigida”, como se describe
por Wu et al., J. Mol. Biol. 294:151, 1999.

También se pueden preparar anticuerpos monoclonales completamente humanos inmunizando ratones transgénicos
para grandes partes de loci de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina humana. Véanse, por ejemplo, las Patentes
de Estados Unidos 5.591.669, 5.598.369, 5.545.806, 5.545.807, 6.150.584, y las referencias citadas en estos documen-
tos. Estos animales se han modificado genéticamente de tal forma que hay una delecién funcional en la produccién de
anticuerpos endégenos (por ejemplo, murinos). Los animales se modifican adicionalmente para contener todo o una
parte del locus del gen de inmunoglobulina de linea germinal humana de tal forma que la inmunizacién de estos anima-
les dard como resultado la produccién de anticuerpos completamente humanos contra el antigeno de interés. Después
de la inmunizacién de estos ratones (por ejemplo, XenoMouse (Abgenix), ratones HuUMAb (Medarex/GenPharm)),
pueden prepararse anticuerpos monoclonales de acuerdo con la tecnologia de hibridoma convencional. Estos anti-
cuerpos monoclonales tendran secuencias de aminodcidos de inmunoglobulina humana y, por lo tanto, no provocaran
respuestas de anticuerpo humano anti-ratén (HAMA) cuando se administren a seres humanos.

También existen métodos in vitro para producir anticuerpos humanos. Estos incluyen la tecnologia de presentacién
en fagos (patentes de Estados Unidos 5.565.332 y 5.573.905) y la estimulacién in vitro de células B humanas (patentes
de Estados Unidos N° 5.229.275 y 5.567.610).

Por tanto, como serd evidente para un especialista habitual en la técnica, la presente invencidn también proporciona
fragmentos F(ab’),, Fab, Fv y Fd; anticuerpos quiméricos en los que las regiones Fc y/o FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o
CDR3 de cadena ligera se han sustituido por secuencias humanas o no humanas homdlogas; anticuerpos de fragmentos
F(ab’), quiméricos en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de cadena ligera se han sustituido por
secuencias humanas o no humanas homélogas; anticuerpos de fragmentos Fab quiméricos en los que las regiones FR
y/o CDR1 y CDR2 y/o CDR3 de cadena ligera se han sustituido por secuencias humanas o no humanas homélogas;
y anticuerpos de fragmentos Fd quiméricos en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 se han sustituido por
secuencias humanas o no humanas homoélogas. La presente invencién también incluye los denominados anticuerpos
monocatenarios.

Las diversas moléculas y fragmentos de anticuerpo pueden derivar de cualquiera de las clases de inmunoglobulina
conocidas cominmente, incluyendo, pero sin limitacion, IgA, IgA secretora, IgE, IgG e IgM. Los especialistas en la
técnica también conocen subclases de IgG e incluyen, pero sin limitacién, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 humanas.

Los anticuerpos monoclonales se pueden producir por cultivo de células de mamifero en lineas celulares de hibri-
doma o recombinantes tales como lineas celulares de células de ovario de hdmster chino o de mieloma murino. Estos
métodos son bien conocidos para los especialistas en la técnica. También se pueden usar lineas celulares bacterianas,
de levadura y de insecto para producir anticuerpos monoclonales o fragmentos de los mismos. Ademds, existen méto-
dos para producir anticuerpos monoclonales en animales o plantas transgénicos (Pollock et al., J. Immunol. Methods,
231:147, 1999; Russell, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 240:119, 1999).

En una realizacién de los agentes descritos en este documento, el agente es un anticuerpo o una parte de un anti-
cuerpo. Como se usa en este documento, “anticuerpo’ significa una molécula de inmunoglobulina que comprende dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras y que reconoce a un antigeno. La molécula de inmunoglobulina puede proceder
de cualquiera de las clases conocidas cominmente incluyendo, pero sin limitacién, IgA, IgA secretora, IgG e IgM.
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Las subclases de IgG también son bien conocidas para los especialistas en la técnica e incluyen, pero sin limitacion,
IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4 humanas. Esto incluye, a modo de ejemplo, anticuerpos de origen natural y de origen no
natural. Especificamente, “anticuerpo” incluye anticuerpos policlonales y monoclonales y fragmentos monovalentes
y divalentes de los mismos. Ademads, “anticuerpo” incluye anticuerpos quiméricos, anticuerpos completamente sinté-
ticos, anticuerpos monocatenarios y fragmentos de los mismos. Opcionalmente, un anticuerpo se puede marcar con
un marcador detectable. Los marcadores detectables incluyen, por ejemplo, marcadores radiactivos o fluorescentes. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo humano o no humano. El anticuerpo no humano se puede humanizar mediante mé-
todos recombinantes para reducir su inmunogenicidad en el ser humano. Los métodos para humanizar anticuerpos son
conocidos por los especialistas en la técnica. Como se usa en este documento, “anticuerpo monoclonal”, también de-
nominado mAb se usa para describir moléculas de anticuerpo cuyas secuencias primarias son esencialmente idénticas
y que muestran la misma especificidad antigénica. Los anticuerpos monoclonales se pueden producir mediante técni-
cas de hibridoma, recombinantes o transgénicas u otras técnicas conocidas por el especialista en la técnica. El término
“anticuerpo” incluye, pero sin limitacion, anticuerpos tanto de origen natural como de origen no natural. Especifica-
mente, el término “anticuerpo” incluye anticuerpos policlonales y monoclonales y fragmentos de unién a antigeno de
los mismos. Ademds, el término “anticuerpo” incluye anticuerpos quiméricos, anticuerpos completamente sintéticos
y fragmentos de unién a antigeno de los mismos. En consecuencia, en una realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal. En una realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo policlonal. En una realizacién, el anticuerpo es un
anticuerpo humanizado. En una realizacidn, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico. Estos anticuerpos quiméricos
pueden comprender una parte de un anticuerpo de una fuente y una parte de un anticuerpo de otra fuente.

En una realizacidn, la parte del anticuerpo comprende una cadena ligera del anticuerpo. Como se usa en este do-
cumento, “cadena ligera” significa el polipéptido menor de una molécula de anticuerpo compuesta por un dominio
variable (VL) y un dominio constante (CL), o fragmentos de los mismos. En una realizacidn, la parte del anticuerpo
comprende una cadena pesada del anticuerpo. Como se usa en este documento, “cadena pesada” significa el polipépti-
do mayor de una molécula de anticuerpo compuesta por un dominio variable (VH) y tres o cuatro dominios constantes
(CH1, CH2, CH3 y CH4), o fragmentos de los mismos. En una realizacién, la parte del anticuerpo comprende una par-
te Fab del anticuerpo. Como se usa en este documento, “Fab” significa un fragmento de unién a antigeno monovalente
de una inmunoglobulina que consiste en una cadena ligera y parte de una cadena pesada. Se puede obtener por una
breve digestién con papaina o por métodos recombinantes. En una realizacion, la parte del anticuerpo comprende una
parte F(ab’), del anticuerpo. Como se usa en este documento, “fragmento F(ab’),” significa un fragmento de unién a
antigeno bivalente de una inmunoglobulina que consiste en las dos cadenas ligeras y parte de las dos cadenas pesadas.
Se puede obtener por una breve digestion con pepsina o por métodos recombinantes. En una realizacidn, la parte del
anticuerpo comprende una parte Fd del anticuerpo. En una realizacién, la parte del anticuerpo comprende una parte
Fv del anticuerpo. En una realizacion, la parte del anticuerpo comprende un dominio variable del anticuerpo. En una
realizacién, la parte del anticuerpo comprende un dominio constante del anticuerpo. En una realizacién, la parte del
anticuerpo comprende uno o mas dominios de CDR del anticuerpo. Como se usa en este documento, “CDR” o “re-
gién determinante de complementariedad” significa una secuencia altamente variable de aminodcidos en el dominio
variable de un anticuerpo.

Esta invencién describe formas humanizadas de los anticuerpos descritos en este documento. Como se usa en este
documento, “humanizado” describe anticuerpos en los que algunos, la mayoria o todos los aminodcidos en el exterior
de las regiones CDR se sustituyen por aminodcidos correspondientes derivados de moléculas de inmunoglobulina hu-
mana. En una realizacién de las formas humanizadas de los anticuerpos, algunos, la mayoria o todos los aminoacidos
en el exterior de las regiones CDR se han sustituido por aminoacidos de moléculas de inmunoglobulina humana, pero
algunos, la mayoria o todos los aminodcidos dentro de una o mds regiones CDR estdn sin modificar. Son permisibles
pequeiias adiciones, deleciones, inserciones, sustituciones o modificaciones de aminodcidos siempre que no anulen la
capacidad del anticuerpo de unirse a un antigeno dado. Las moléculas de inmunoglobulina humana adecuadas inclui-
rian moléculas de IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA e IgM. Un anticuerpo “humanizado” conservaria una especificidad
antigénica similar a la del anticuerpo original.

Un especialista en la técnica sabrd como producir los anticuerpos humanizados de la presente invencién. Diversas
publicaciones, varias de las cuales se incorporan en esta solicitud como referencia, también describen cémo fabricar
anticuerpos humanizados. Por ejemplo, los métodos descritos en la patente de Estados Unidos N° 4.816.567 compren-
den la produccion de anticuerpos quiméricos que tienen una region variable de un anticuerpo y una regién constante
de otro anticuerpo.

La patente de Estados Unidos 5.225.539 describe otro enfoque para la produccién de un anticuerpo humanizado.
Esta patente describe el uso de tecnologia de ADN recombinante para producir un anticuerpo humanizado en el que
las CDR de una regién variable de una inmunoglobulina se sustituyen por las CDR de una inmunoglobulina con una
especificidad diferente de tal forma que el anticuerpo humanizado reconozca la diana deseada pero no se reconozca de
una manera significativa por el sistema inmune del sujeto humano. Especificamente, se usa mutagénesis dirigida para
injertar las CDR sobre la regién flanqueante.

Se describen otros enfoques para humanizar un anticuerpo en las patentes de Estados Unidos N° 5.585.089 y
5.693.761 y en el documento WO 90/07869 que describe métodos para producir inmunoglobulinas humanizadas.
Estas tienen una o mas CDR y posibles aminoacidos adicionales procedentes de una inmunoglobulina donadora y una
region flanqueante de una inmunoglobulina humana aceptora. Estas patentes describen un método para aumentar la
afinidad de un anticuerpo por el antigeno deseado. Algunos aminoécidos de la regién flanqueante se eligen de manera
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que sean los mismos que los aminoécidos en esas posiciones en el donante en lugar de en el aceptor. Especificamente,
estas patentes describen la preparacion de un anticuerpo humanizado que se une a un receptor combinando las CDR de
un anticuerpo monoclonal de ratén con regiones flanqueantes y constantes de inmunoglobulina humana. Las regiones
flanqueantes humanas se pueden seleccionar para maximizar la homologia con la secuencia de ratén. Se puede usar un
modelo informatico para identificar aminodcidos en la regién flanqueante que probablemente interactien con las CDR
o el antigeno especifico y después se pueden usar aminoécidos de ratén en estas posiciones para crear el anticuerpo
humanizado.

Las anteriores patentes 5.585.089 y 5.693.761, y el documento WO 90/07861, también proponen cuatro criterios
posibles que se pueden usar para disefiar los anticuerpos humanizados. La primera propuesta fue que, para un acep-
tor, se usara una regioén flanqueante de una inmunoglobulina humana particular que habitualmente es homoéloga a la
inmunoglobulina donadora a humanizar, o que se usara una regién flanqueante consenso de muchos anticuerpos hu-
manos. La segunda propuesta fue que si un aminodcido en la regién flanqueante de la inmunoglobulina humana no es
habitual y el aminoacido donador en esta posicién es tipico para secuencias humanas, entonces se puede seleccionar
el aminodcido donador en vez del aceptor. La tercera propuesta fue que en las posiciones inmediatamente adyacentes
a las tres CDR en la cadena de inmunoglobulina humanizada, se puede seleccionar el aminodcido donador en vez del
aminodcido aceptor. La cuarta propuesta fue usar el resto aminodcido donador en las posiciones de la regién marco en
las que se predice que el aminoécido tiene un atomo de cadena lateral a una distancia menor de 3 A de las CDR en un
modelo tridimensional del anticuerpo y se predice que es capaz de interaccionar con las CDR. Los anteriores métodos
son meramente ilustrativos de algunos de los métodos que podria emplear un especialista en la técnica para obtener
anticuerpos humanizados.

Esta invencion describe dcidos nucleicos aislados que codifican los agentes y/o compuestos descritos en este do-
cumento. En una realizacién, el 4cido nucleico codifica los anticuerpos descritos en este documento o sus versiones
humanizadas. El dcido nucleico puede ser ARN, ADN o ADNCc. En una realizacién, el dcido nucleico codifica la cade-
na ligera. En una realizacion, el dcido nucleico codifica la cadena pesada. En una realizacion, el dcido nucleico codifica
tanto la cadena pesada como la cadena ligera. En una realizacién, uno o mas acidos nucleicos codifican la parte Fab.
En una realizacién, uno o més dcidos nucleicos codifican partes de CDR. En una realizacion, el 4cido nucleico codifica
el dominio variable.

Esta invencién describe los dcidos nucleicos descritos en este documento, donde los 4cidos nucleicos se pueden
alterar por la insercion, delecién y/o sustitucién de uno o mas nucleétidos, que podria dar como resultado una alteracién
de la secuencia de los acidos nucleicos. En una realizacidn, los cambios de nucledtidos no tienen como resultado una
mutacién a nivel de los aminodcidos. En una realizacidn, el cambio de nucleétido puede dar como resultado un cambio
de aminoacido. Tal cambio de aminoacido podria ser uno que no afecte a la funcién de la proteina.

Esta invencién describe un vector que comprende un dcido nucleico descrito en ese documento. En una realizacion,
el vector es un plasmido. Esta invencién proporciona un sistema de vector hospedador que comprende el vector des-
crito en este documento y una célula hospedadora adecuada. Esta invencién proporciona un método para producir un
polipéptido que comprende hacer crecer el sistema de vector hospedador descrito en este documento en condiciones
adecuadas para producir el polipéptido y recuperar el polipéptido producido de esta forma.

En una realizacion de los agentes descritos en este documento, el agente es un polipéptido. En una realizacién de
los agentes descritos en este documento, el agente es un oligopéptido. Como se usa en este documento, “polipéptido”
significa dos 0 mds aminodcidos unidos por un enlace peptidico.

Esta invencién describe un polipéptido capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGN a una glicoproteina
de la envuelta de VHC, comprendiendo dicho polipéptido aminodcidos consecutivos que tienen una secuencia que
corresponde a la secuencia de al menos una parte de un dominio extracelular de una proteina DC-SIGN, uniéndose
dicha parte a una glicoproteina de la envuelta de VHC.

En una realizacién, el polipéptido corresponde a un dominio extracelular de DC-SIGN. En una realizacién del
polipéptido, el dominio extracelular comprende aminoacidos consecutivos que tienen una secuencia que comienza
con la lisina en la posicién 62 y termina con el aminodcido carboxi-terminal como se expone en la SEC ID N°: 1.

En una realizacién del polipéptido, el dominio extracelular es un dominio de unién a lectina de tipo C o una parte
del mismo.

En una realizacién del polipéptido, el dominio de lectina de tipo C comprende aminodcidos consecutivos que tienen
una secuencia que comienza con la leucina en la posicién 229 y termina con el aminodcido carboxi-terminal como se
expone en la SEC ID N°: 1.

Esta invencion describe un polipéptido capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGNR a una glicoproteina
de la envuelta de VHC, comprendiendo dicho polipéptido aminodcidos consecutivos que tiene una secuencia que
corresponde a la secuencia de al menos una parte de un dominio extracelular de una proteina DC-SIGNR, uniéndose
dicha parte a una glicoproteina de la envuelta de VHC. En una realizacién del polipéptido, el dominio extracelular
comprende aminodcidos consecutivos que tienen una secuencia que comienza con la lisina en la posicién 74 y termina
con el aminoacido carboxi-terminal como se expone en la SEC ID N°: 2.
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En una realizacién del polipéptido, el dominio de lectina de tipo C comprende aminodcidos consecutivos que tienen
una secuencia que comienza con la leucina en la posicién 241 y termina con el aminodcido carboxi-terminal como se
expone en la SEC ID N*:2.

Esta invencién describe un polipéptido capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGN a una glicoproteina
de la envuelta de VHC, comprendiendo dicho polipéptido aminoécidos consecutivos que tienen una secuencia que
corresponde a la secuencia de al menos una parte de un dominio extracelular de una glicoproteina de la envuelta de
VHC, uniéndose dicha parte a una proteina DC-SIGN.

En una realizacidn, el polipéptido comprende aminodcidos consecutivos teniendo una secuencia que corresponde a
la secuencia de al menos una parte de un dominio extracelular de una glicoproteina de la envuelta E1 de VHC, unién-
dose dicha parte a una proteina DC-SIGN. En una realizacion, el polipéptido comprende aminodcidos consecutivos
teniendo la secuencia expuesta en la SEC ID N°: 3 desde la posicién 192 a la posicidn 346, o una parte de la misma.

En una realizacidn, el polipéptido comprende aminodcidos consecutivos teniendo una secuencia que corresponde a
la secuencia de al menos una parte de un dominio extracelular de una glicoproteina de la envuelta E2 de VHC, unién-
dose dicha parte a una proteina DC-SIGN. En una realizacion, el polipéptido comprende aminodcidos consecutivos
teniendo la secuencia expuesta en la SEC ID N°: 3 desde la posicién 383 a la posiciéon 717, o una parte de la misma.

Esta invencién describe un polipéptido capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGNR a una glicoproteina
de la envuelta de VHC, comprendiendo dicho polipéptido aminoécidos consecutivos que tienen una secuencia que
corresponde a la secuencia de al menos una parte de un dominio extracelular de una glicoproteina de la envuelta de
VHC, uniéndose dicha parte a un proteina DC-SIGNR.

En una realizacidn, el polipéptido comprende aminodcidos consecutivos que tienen una secuencia que corresponde
a la secuencia de al menos una parte de un dominio extracelular de una glicoproteina de la envuelta E1 de VHC, unién-
dose dicha parte a una proteina DC-SIGNR. En una realizacion, el polipéptido comprende aminodcidos consecutivos
que tienen la secuencia expuesta en la SEC ID N°: 3 desde la posicién 192 a la posicion 346, o una parte de la misma.

En una realizacidn, el polipéptido comprende aminodcidos consecutivos que tienen una secuencia que corresponde
a la secuencia de al menos una parte de un dominio extracelular de una glicoproteina de la envuelta E2 de VHC, unién-
dose dicha parte a una proteina DC-SIGNR. En una realizacidn, el polipéptido comprende aminodcidos consecutivos
que tienen la secuencia expuesta en la SEC ID N°: 3 desde la posicién 383 a la posicién 717, o una parte de la misma.

Los compuestos y/o agentes descritos en este documento se pueden preparar por cualquier medio conocido por
un especialista en la técnica. Por ejemplo, una proteina se puede preparar mediante expresién recombinante a partir
de un 4cido nucleico, tal como un plasmido o vector que comprende el dcido nucleico codificante, donde el plasmido
o vector estd en una célula hospedadora adecuada, es decir, un sistema de vector hospedador para la produccién del
polipéptido de interés. Puede prepararse un vector adecuado que comprende secuencias reguladoras adecuadas tales
como potenciadores y promotores. La célula hospedadora puede ser de cualquier tipo incluyendo, pero sin limitacion,
células de mamifero, de bacterias y de levadura. Las células bacterianas adecuadas incluyen células E. coli. Las células
de mamifero adecuadas incluyen, pero sin limitacién, células 293T de rifién embrionario humano (HEK), células
HeLa, células NIH 3T3, células de ovario de hamster chino (CHO) y células Cos.

Si la proteina se produce de manera recombinante, se puede expresar a partir de un pldsmido que contiene un
inserto de dcido nucleico sintético. Tal sitio de insercidn en el pldsmido puede permitir unir la proteina a una sefial, tal
como una sefial de poli-histidina. Tal sefial facilita la posterior purificacion de la proteina.

Un 4cido nucleico que codifica el polipéptido, la proteina o el equivalente funcional de los mismos se puede clonar
bajo el control de un promotor inducible, permitiendo de este modo la regulacién de la expresion de la proteina. Los
especialistas en la técnica conocerdn sistemas inducibles adecuados.

Los vectores para expresar la proteina o los equivalentes funcionales descritos en este documento se pueden selec-
cionar entre fuentes comerciales o pueden construirse para un sistema de expresion particular. Estos vectores pueden
contener secuencias reguladoras apropiadas tales como secuencias promotoras, secuencias terminadoras, secuencias
de poliadenilacién, secuencias potenciadoras y genes marcadores. Los vectores pueden ser pldsmidos o pueden ba-
sarse en virus. El especialista en la técnica puede consultar Molecular Cloning: a laboratory manual (Sambrook et
al., 1989). En “Short protocols in molecular biology”, segunda edicién, Ausubel et al., (John Wiley & Sons 1992), se
describen detalladamente muchas técnicas y protocolos conocidos para la manipulacion de 4cidos nucleicos y andlisis
de proteinas.

Los especialistas en la técnica conocen métodos para el aislamiento y la purificacién de proteinas recombinantes
y se describen en diversas fuentes tales como en Sambrook et al. (1989). En bacterias tales como E. coli, la proteina
recombinante puede formar cuerpos de inclusion en la célula bacteriana, facilitando de este modo su preparacién. Si
se produce en cuerpos de inclusion, la proteina de soporte puede requerir plegamiento hasta una conformacién natural.

Adicionalmente, para adaptar las propiedades de la proteina o del equivalente funcional de 1a misma, un especialista
entenderd que se pueden realizar alteraciones a nivel del 4cido nucleico a partir de secuencias de proteina conocidas, tal
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como afadiendo, sustituyendo, delecionando o insertando uno o mas nucleétidos. La mutagénesis dirigida es el método
de preferencia que se puede emplear para obtener proteinas mutadas. Hay muchas técnicas de mutagénesis dirigida
conocidas por los especialistas en la técnica incluyendo, pero sin limitacién, mutagénesis dirigida a oligonucleé6tidos
usando PCR, tal como se describe en Sambrook, o usando kit disponibles en el mercado.

Se pueden seleccionar o construir vectores adecuados, que contienen secuencias reguladoras apropiadas, inclu-
yendo secuencias promotoras, secuencias de poliadenilacién, secuencias potenciadoras, genes marcadores y otras
secuencias, seglin sea apropiado. Los vectores incluyen, pero sin limitacion, plasmidos tales como plasmidos virales,
por ejemplo fagos o fagémidos, y como se describe en Sambrook. En Short Protocols in Molecular Biology, Segunda
Edicion, Ausubel et al., Eds, John Wiley & Sons, 1992, se describen con detalle técnicas y protocolos para manipular
dcidos nucleicos, tales como en la preparacion de construcciones de dcidos nucleicos, mutagénesis, secuenciacion,
introduccion de 4cidos nucleicos en células y expresion génica, y andlisis de proteinas.

Esta invencion también describe formas solubles de los polipéptidos descritos en este documento. En consecuencia,
por ejemplo, se puede retirar un dominio transmembrana de un polipéptido expresado en una superficie celular de tal
forma que el polipéptido se vuelva soluble.

Esta invencién describe un agente no peptidico capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGN a una glicopro-
tefna de la envuelta de VHC, uniéndose dicho agente no peptidico a un epitopo localizado dentro de una regién de la
proteina DC-SIGN, uniéndose dicha regién de la proteina DC-SIGN a una glicoproteina de la envuelta de VHC. Esta
invencién proporciona un agente no peptidico capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGNR a una glicopro-
teina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho agente no peptidico a un epitopo localizado dentro de una regién de la
proteina DC-SIGNR, uniéndose dicha regién de la proteina DC-SIGNR a una glicoproteina de la envuelta de VHC.

Esta invencién describe un agente no peptidico capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGN a una glicopro-
teina de la envuelta de VHC, uniéndose dicho agente no peptidico al menos a una parte de un dominio extracelular de
una glicoproteina de la envuelta de VHC, uniéndose dicha parte a una proteina DC-SIGN. Esta invencién proporciona
un agente no peptidico capaz de inhibir la unién de una proteina DC-SIGNR a una glicoproteina de la envuelta de
VHC, uniéndose dicho agente no peptidico a al menos una parte de un dominio extracelular de una glicoproteina de
la envuelta de VHC, uniéndose dicha parte a una proteina DC-SIGNR.

En una realizacién de los agentes no peptidicos descritos en este documento, el agente no peptidico se une a al
menos una parte de un dominio extracelular de una glicoproteina de la envuelta E1 de VHC. En una realizacién de los
agentes no peptidicos descritos en este documento, el agente no peptidico se une a al menos una parte de un dominio
extracelular de una glicoproteina de la envuelta E2 de VHC.

En una realizacion de los agentes no peptidicos descritos en este documento, el agente no peptidico es un carbo-
hidrato. El carbohidrato puede ser uno conocido por los especialistas en la técnica incluyendo, pero sin limitacion,
manosa, manano y metil-o-D-nanopirandsido.

Como se usa en este documento, “agente no peptidico” significa un agente que no consiste en su totalidad en
una secuencia lineal de aminoécidos unidos por enlaces peptidicos. Una molécula no peptidica, sin embargo, puede
contener uno o mds enlaces peptidicos. En una realizacion, el agente no peptidico es un compuesto que tiene un peso
molecular menor de 500 daltons. Como se usa en este documento, una “molécula pequefia” o una molécula de bajo
peso molecular es una que tiene un peso molecular menor de 500 daltons.

Esta invencion describe una composicién que comprende un vehiculo y un compuesto que inhibe la unién de VHC
a DC-SIGN y/o DC-SIGNR en la superficie de una célula. En una realizacién, la composicién comprende una cantidad
del compuesto eficaz para inhibir la unién de VHC a DC-SIGN y/o DC-SIGNR en la superficie de una célula.

Esta invencién describe una composicién que comprende un anticuerpo o una parte del mismo descrito en este
documento y un vehiculo. Esta invencién proporciona una composicién que comprende un polipéptido descrito en este
documento y un vehiculo. Esta invencién proporciona una composicién que comprende un agente no peptidico descrito
en este documento y un vehiculo. Los vehiculos incluyen, pero sin limitacién, un aerosol, vehiculos intravenosos,
orales y tépicos. En consecuencia, la invencién proporciona la anterior composicién adaptada para aplicaciones en
aerosol, intravenosa, oral o tdpica, u otras aplicaciones conocidas por el especialista en la técnica.

Esta invencion describe los agentes, los compuestos y/o las composiciones descritas en este documento y un vehi-
culo. Este vehiculo puede ser un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables
son bien conocidos por los especialistas en la técnica. Estos vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden incluir,
pero sin limitacién, soluciones acuosas o no acuosas, suspensiones y emulsiones. Son ejemplos de disolventes no acuo-
sos propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva y ésteres orgdnicos inyectables tales
como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen agua, soluciones alcohélicas/acuosas, emulsiones o suspensio-
nes, medios salinos y medios tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro sédico, dextrosa
de Ringer, dextrosa y cloruro sédico, solucion de Ringer lactada o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen
fluidos y reponedores de nutrientes, reponedores de electrolitos tales como los basados en dextrosa de Ringer, y simi-
lares. También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, agentes antimicrobianos,
antioxidantes, agentes quelantes, gases inertes y similares.
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Como se usa en este documento “composicidon” significa una mezcla. Las composiciones incluyen, pero sin limi-
tacion, las adecuadas para administracion oral, rectal, intravaginal, tépica, nasal, oftdlmica o parenteral a un sujeto.
Como se usa en este documento, “parenteral” incluye, pero sin limitacién, técnicas de inyeccién o infusién subcuténea,
intravenosa, intramuscular o intraesternal. Como se usa en este documento, la “administracion” se puede efectuar o
realizar usando cualquiera de los métodos conocidos por el especialista en la técnica. Los métodos para administra-
cién al sujeto incluyen, pero sin limitacidn, técnicas de inyeccidn o infusidn oral, rectal, intravaginal, tOpica, nasal,
oftdlmica, parenteral, subcutdnea, intravenosa, intramuscular o intraesternal.

Esta invencion describe proteinas DC-SIGN y DC-SIGNR o equivalentes funcionales de las mismas, para usar en
la terapia o diagnéstico de VHC. La invencidn proporciona un compuesto que se une especificamente a proteinas DC-
SIGN y/o DC-SIGNR par usar en la terapia o diagnéstico de VHC.

Como se usa en este documento, un equivalente funcional de DC-SIGN o DC-SIGNR es un compuesto que es capaz
de unirse a VHC, evitando de este modo su interaccién con DC-SIGN y/o DC-SIGNR. Preferiblemente, el equivalente
funcional es un péptido o una proteina. La expresion “equivalente funcional” incluye fragmentos, mutantes y muteinas
de DC-SIGN y DC-SIGNR. Los equivalentes funcionales incluyen moléculas que se unen a VHC, preferiblemente
a las glicoproteinas de la envuelta de VHC, y comprenden todos o una parte de los dominios extracelulares de DC-
SIGN y DC-SIGNR.

Los equivalentes funcionales incluyen formas solubles de las proteinas DC-SIGN o DC-SIGNR. Una forma solu-
ble adecuada de estas proteinas, o equivalentes funcionales de las mismas, podria comprender, por ejemplo, una forma
truncada de la proteina de la que se ha retirado el dominio transmembrana por métodos quimicos, proteoliticos o
recombinantes. El dominio transmembrana de DC-SIGN comienza aproximadamente en la glicina 49 y termina apro-
ximadamente en la serina 61, mientras que el dominio transmembrana de DC-SIGNR comienza aproximadamente en
la glicina 49 y termina aproximadamente en la serina 73.

En una realizacidn, el equivalente funcional comprende todo o una parte del dominio extracelular de DC-SIGN o
DC-SIGNR. La region extracelular de DC-SIGN comienza aproximadamente en la lisina 62 e incluye los aminoacidos
carboxi-terminales, mientras que la regién extracelular de DC-SIGNR comienza aproximadamente en la lisina 74
e incluye los aminodcidos carboxi-terminales. Preferiblemente, el equivalente funcional tiene una homologia de al
menos 80% con la proteina correspondiente. En una realizacion preferida, el equivalente funcional tiene una homologia
de al menos 90% como se evalda por cualquier algoritmo de andlisis convencional tal como, por ejemplo, el software
de andlisis de secuencia Pileup (Program Manual for the Wisconsin Package, 1996). La numeracién de los aminodcidos
es como se proporciona en el nimero de depésito de proteina del GenBank AAK20997 para DC-SIGN y AAG13848
para DC-SIGNR.

La expresion “un fragmento funcionalmente equivalente”, como se usa en este documento, también puede signifi-
car cualquier fragmento o conjunto de fragmentos de DC-SIGN y/o DC-SIGNR que se une a VHC, preferiblemente
que se une a las glicoproteinas de la envuelta de VHC. El dominio de unién a lectina de tipo C de DC-SIGN comienza
aproximadamente en la leucina 229 e incluye los aminodcidos carboxi-terminales, mientras que el dominio de unién
a lectina de tipo C de DC-SIGNR comienza aproximadamente en la leucina 241 e incluye los aminodcidos carboxi-
terminales. Toda la proteina, el dominio extracelular o el dominio de lectina de tipo C se pueden truncar en uno o en
ambos extremos o se pueden retirar partes internamente siempre que la proteina conserve la funcién definida.

Los fragmentos proteicos funcionalmente equivalentes o andlogos pueden pertenecer a la misma familia de protei-
nas que las proteinas DC-SIGN y DC-SIGNR humanas identificadas en este documento. Por “familia de proteinas”
se entiende un grupo de proteinas que comparten una funcién comin y muestran homologia de secuencia comiin.
Las proteinas homdlogas pueden proceder de especies no humanas. Preferiblemente, la homologia entre secuencias
de protefnas funcionalmente equivalentes es de al menos 25% a lo largo de toda la secuencia de aminodcidos de la
proteina completa o del fragmento EC2 completo (aminodcidos 11,3-201). Mds preferiblemente, la homologia es de
al menos 50%, incluso mas preferiblemente de 75% a lo largo de toda la secuencia de aminodacidos de la proteina o
del fragmento de proteina. Mds preferiblemente, la homologia es mayor de 80% a lo largo de toda la secuencia. Mds
preferiblemente, la homologia es mayor de 90% a lo largo de toda la secuencia. Mds preferiblemente, la homologia es
mayor de 95% a lo largo de toda la secuencia.

La expresion “un andlogo funcionalmente equivalente” se usa para describir los compuestos que poseen una fun-
cion andloga a la actividad de las proteinas DC-SIGN y DC-SIGNR y pueden comprender, por ejemplo, un péptido, un
péptido ciclico, polipéptido, anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Estos compuestos pueden ser proteinas o pueden
ser agentes sintéticos disefiados para imitar determinadas estructuras o epitopos en la proteina inhibidora. Preferible-
mente, el compuesto es un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo.

La expresién “andlogo funcionalmente equivalente” también incluye cualquier andlogo de DC-SIGN o DC-SIGNR
obtenido alterando la secuencia de aminodcidos, por ejemplo mediante una o mas deleciones, sustituciones o adiciones
de aminodcidos, de tal forma que el andlogo de proteina conserve la capacidad de unirse a VHC, preferiblemente a
las glicoproteinas de la envuelta de VHC. Las sustituciones de aminodcidos se pueden conseguir, por ejemplo, por
mutacién puntual del ADN que codifica la secuencia de aminoacidos. En una realizacién, el andlogo conserva la
capacidad de unirse a VHC, pero no se une a [CAM-3.
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El equivalente funcional de DC-SIGN o DC-SIGNR puede ser un andlogo de un fragmento de la proteina DC-
SIGN o DC-SIGNR. La proteina DC-SIGN o DC-SIGNR o el equivalente funcional se puede modificar quimica-
mente, siempre que conserve su capacidad para unirse a VHC, preferiblemente a las glicoproteinas de la envuelta de
VHC.

Esta invencién también describe equivalentes funcionales de tales polipéptidos y fragmentos de los mismos. Estos
equivalentes funcionales pueden tener una homologia de al menos 75% con la secuencia nativa. Estos equivalentes
funcionales también pueden tener una homologia de al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, o al
menos 100% con la secuencia nativa. Un fragmento funcionalmente equivalente puede ser un fragmento del polipép-
tido que todavia se une a su ligando diana. Por ejemplo, un fragmento equivalente funcionalmente del ectodominio
El seria un fragmento que tiene una delecién de al menos un aminodcido en su extremo amino-terminal, en su extre-
mo carboxi-terminal, internamente, o una combinacién de los mismos, que todavia se une a su ligando en la célula
susceptible a la infeccién por VHC.

Esta invencién también describe andlogos funcionalmente equivalentes de estos polipéptidos y fragmentos de
polipéptido. Estos andlogos tendrian una actividad andloga al polipéptido o al fragmento. Estos andlogos se pueden
obtener cambiando la secuencia de amino4cidos, tal como por una insercidn, delecién o sustitucién de al menos un
aminodcido. Este andlogo se seguiria uniendo a su ligando. Por ejemplo, un andlogo E1l se seguirfa uniendo a su
ligando en la célula susceptible a la infeccién por VHC. Las sustituciones de aminodcidos pueden ser sustituciones
conservativas. Estas sustituciones conservativas pueden estar dentro de los siguientes grupos: (1) glicina y alanina; (2)
valina, isoleucina y leucina; (3) dcido aspdrtico y dcido glutdmico; (4) asparagina y glutamina; (5) serina y treonina,
(6) lisina y arginina; (7) fenilalanina y tirosina. Estas sustituciones también pueden ser sustituciones homdlogas tales
como dentro de los siguientes grupos; (a) glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; (b) fenilalanina, tirosina y
triptéfano; (c) lisina, arginina e histidina; (d) dcido aspértico y dcido glutdmico; (e) asparagina y glutamina; (f) serina
y treonina; (g) cisteina y metionina.

El equivalente funcional también se puede modificar, tal como por una modificacién quimica, siempre que se siga
uniendo a su ligando respectivo.

Es previsible que estas moléculas sean ttiles en la terapia preventiva de la infeccién por VHC, debido a que esas
moléculas se unirdn especificamente al virus y, de esta manera, evitaran la entrada del virus en las células. Como se
usa en este documento, “unién especifica” significa que el andlogo funcionalmente equivalente tiene alta afinidad por
VHC o por las glicoproteinas de la envuelta de VHC, pero no por las proteinas control. La unién especifica se puede
medir por varias técnicas tales como ELISA, citometria de flujo, transferencia de Western o inmunoprecipitacion.
Preferiblemente, el andlogo funcionalmente equivalente se une especificamente a VHC o a las glicoproteinas de la
envuelta de VHC, a concentraciones nanomolares o picomolares.

Esta solicitud también describe un compuesto que se une a DC-SIGN y/o DC-SIGNR para usar en el diagndstico
o la terapia de VHC. Preferiblemente, el compuesto se une especificamente a DC-SIGN y/o DC-SIGNR a concentra-
ciones nanomolares o picomolares. Estos compuestos se pueden usar para prevenir que el virus se una e infecte las
células diana. El compuesto incluye, pero sin limitacién, un anticuerpo, un carbohidrato, una molécula pequeiia, un
péptido, un polipéptido y un oligopéptido.

La proteina DC-SIGN, la proteina DC-SIGNR o un equivalente funcional de las mismas se puede producir me-
diante cualquier medio adecuado, como serd evidente para los especialistas en la técnica. Para producir cantidades
suficientes de la proteina DC-SIGN, de la proteina DC-SIGNR o de equivalentes funcionales de las mismas para usar
de acuerdo con la presente invencion, la expresion se puede conseguir de forma conveniente cultivando en condiciones
apropiadas células hospedadoras recombinantes que contienen la proteina DC-SIGNR o un equivalente funcional de la
misma. Preferiblemente, la proteina DC-SIGN o DC-SIGNR se produce por medios recombinantes, mediante expre-
sién de un 4cido nucleico codificante. Los sistemas para la clonacién y expresién de un polipéptido en una diversidad
de diferentes células hospedadoras son bien conocidos.

Cuando se expresa en forma recombinante, la proteina DC-SIGN, la proteina DC-SIGNR o un equivalente funcio-
nal de las mismas se genera preferiblemente por la expresion de un dcido nucleico codificante en una célula hospeda-
dora. Se puede usar cualquier célula hospedadora, dependiendo de los requisitos individuales de un sistema particular.
Las células hospedadoras adecuadas incluyen bacterias, células de mamifero, células vegetales, levaduras y sistemas
de baculovirus. Las lineas celulares de mamifero disponibles en la técnica para la expresién de un polipéptido heterd-
logo incluyen células de ovario de hdmster chino, células HeLa, células de rifién de cria de ratén y muchas otras. Las
bacterias también son hospedadores preferidos para la produccién de proteina recombinante debido a la facilidad con
la que se pueden manipular y desarrollar las bacterias. Un hospedador bacteriano preferido comtn es E. coli.

Los 4cidos nucleicos, polipéptidos y anticuerpos o cualquier otro agente o compuesto descrito en este documento
se pueden aislar y/o purificar. Un especialista en la técnica sabrd cémo aislarlos y/o purificarlos. Se proporcionan
métodos en cualquier manual de laboratorio tal como “Molecular Cloning” por Sambrook, Fritsch y Maniatis.

Como se usa en este documento, a lo largo de la memoria descriptivas se usan las siguientes abreviaturas convencio-
nales para indicar aminodcidos especificos: A=ala=alanina; R=arg=arginina; N=asn=asparagina; D=asp=acido aspar-
tico; C=cys=cisteina; Q=gln=glutamina; e=glu=4cido glutdmico; G=gly=glicina; H=his=histidina; I=ile=isoleucina;

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 296 985 T3

L=leu=leucina; K=lys=lisina; M=met=metionina; F=phe=fenilalanina; P=pro=prolina; S=ser=serina; T=thr=treonina;
W=trp=tript6fano, Y=tyr=tirosina; y V=val=valina.

Esta invencidn describe un animal no humano transgénico que comprende un transgén que codifica el polipéptido
de interés o un equivalente funcional del mismo. Véase, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N° 6.025.539,
un ratén transgénico para IL-5; en la patente de Estados Unidos N° 6.023.010, animales no humanos transgénicos em-
pobrecidos en un tipo celular linfocitico maduro; en la patente de Estados Unidos N° 6.018.098, un modelo in vivo e in
vitro de fotoenvejecimiento cutdneo; en la patente de Estados Unidos N° 6.018.097, ratones transgénicos que expresan
insulina humana; en la patente de Estados Unidos 6.008.434, ratones transgénicos para el factor de diferenciacién
del crecimiento 11; en la patente de Estados Unidos N° 6.002.066, ratones transgénicos modificados en H2-M; en la
patente de Estados Unidos N° 5.994.618, ratones transgénicos para el factor de diferenciacién del crecimiento 8; en
la patente de Estados Unidos N°® 5.986.171, un método para examinar la neurovirulencia de poliovirus; en la patente
de Estados Unidos N° 5.981.830, ratones Knockout y su descendencia con un gen de hepsina alterado; en la patente
de Estados Unidos N° 5.981.829, un ratén transgénico DELTA.Nur77; en la patente de Estados Unidos N° 5.936.138,
un gen que codifica proteina L3T4 mutante que facilita la infecciéon por VHC y un ratén transgénico que expresa
dicha proteina; en la patente de Estados Unidos N°® 5.912.411, ratones transgénicos para un activador transcripcional
inducible por tetraciclina; en la patente de Estados Unidos N° 5.894.078, un ratén transgénico que expresa app C-100.

Los métodos usados para generar ratones transgénicos son bien conocidos para los especialistas en la técnica.
Por ejemplo, se puede usar el manual titulado “Manipulating the Mouse Embryo” por Brigid Hogan et al., (Ed. Cold
Spring Harbor Laboratory) 1986. Véase, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N° 4.736.866 de Leder y
Stewart, métodos para la produccién de un ratén transgénico.

Desde hace algun tiempo se sabe que es posible realizar la transformacion genética de un cigoto (y el embrién
y organismo maduro que resultan del mismo) mediante la colocacién o la insercién de material genético exégeno
en el nicleo del cigoto o en cualquier material genético nucleico que finalmente forma parte del nicleo del cigoto.
El genotipo de cigoto y el organismo que resulta de un cigoto incluird el genotipo del material genético exégeno.
Adicionalmente, la inclusién de material genético exdgeno en el cigoto dard como resultado una expresion fenotipica
del material genético exdgeno.

El genotipo del material genético exdgeno se expresa después de la divisidn celular del cigoto. Sin embargo, la
expresion fenotipica, por ejemplo la produccién de un producto o productos proteicos del material genético exdgeno,
o alteraciones del fenotipo natural del cigoto o del organismo, tendrd lugar en el punto del desarrollo del cigoto o
del organismo durante el cual el material genético exdgeno particular sea activo. Las alteraciones de la expresion del
fenotipo incluyen un aumento o disminucion de la expresion de un fenotipo o una alteracién en la promocién y/o
control de un fenotipo, incluyendo la adicién de un nuevo promotor y/o controlador o el suplemento de un promotor
existente y/o controlador del fenotipo.

La transformacion genética de diversos tipos de organismos se expone y se describe con detalle en la patente de
Estados Unidos N° 4.873.191, expedida el 10 de Octubre de 1989. La transformacién genética de organismos se puede
usar como un andlisis in vivo de la expresion génica durante la diferenciacion y en la eliminacién o disminucion de
enfermedades genéticas por terapia génica o usando un mamifero no humano transgénico como sistema modelo de
una enfermedad humana. Este sistema modelo se puede usar para ensayar supuestos farmacos para determinar su valor
terapéutico potencial en seres humanos.

El material genético ex6geno se puede poner en el nicleo de un huevo maduro. Se prefiere que el huevo esté en
un estado fertilizado o activado (por partenogénesis). Después de la adicion del material genético exdgeno, se anade
un conjunto haploide complementario de cromosomas (por ejemplo, una célula espermdtica o un cuerpo polar) para
permitir la formacion de un cigoto. Este cigoto se deja desarrollar en un organismo, tal como implantdndolo en una
hembra pseudogestante. El organismo resultante se analiza con respecto a la integracién del material genético exdgeno.
Si se determina una integracion positiva, el organismo se puede usar para el andlisis in vivo de la expresion génica,
expresion que se considera relacionada con una enfermedad genética particular.

Los “animales no humanos transgénicos” de la invencion se producen introduciendo “transgenes” en la linea germi-
nal del animal no humano. Pueden usarse células diana embrionarias en diversos estados del desarrollo para introducir
transgenes. Se usan diferentes métodos dependiendo de la etapa del desarrollo de la célula diana embrionaria. El cigoto
es la mejor diana para la microinyeccién. En el ratén, el pronicleo masculino alcanza un tamafio de aproximadamente
20 um de didmetro que permite la inyeccion reproducible de 1-2 pl de solucién de ADN. El uso de cigotos como diana
para transferencia génica tiene una ventaja principal porque, en la mayoria de los casos, el ADN inyectado se incorpo-
rard en el gen hospedador antes de la primera escision (Brinster, et al., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82, 4438-
4442). Como consecuencia, todas las células del animal no humano transgénico llevaran el transgén incorporado. Esto
también se reflejard, en general, en la transmision eficaz del transgén a la descendencia del fundador, ya que 50%
de las células germinales llevaran el transgén. La microinyeccién de cigotos es el método preferido para incorporar
transgenes en la practica de la invencidn.

También se puede usar infeccion retroviral para introducir transgenes en un animal no humano. El embrién no
humano en desarrollo se puede cultivar in vitro hasta el estado de blastocisto. Durante este tiempo, los blastdmeros
pueden ser dianas para la infeccién retroviral (Jaenich, R. (1976) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 73, 1260-1264). La
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infeccién eficaz de los blastomeros se consigue por tratamiento enzimatico para retirar la zona pelicida (Hogan, et
al., (1986) en Manipulacién the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.). El
sistema de vector viral usado para introducir el transgén es tipicamente un retrovirus defectuoso en la replicacién que
lleva el transgén (Jahner, et al., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82, 6927-6931, Van der Putten, et al. (1985) Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82, 6248-6152). La transfeccién se obtiene de manera sencilla y eficaz cultivando los blasté-
meros en una monocapa de células productoras de virus (Van der Putten, supra; Stewart, et al., (1987) EMBO J. 6,
383-388). Como alternativa, la infeccion se puede realizar en una etapa posterior. Los virus o las células productoras de
virus se pueden inyectar en el blastocele (Jahner, D., ef al., (1982) Nature 298, 623-628). La mayoria de los fundadores
serdn mosaicos para el transgén, ya que la incorporacion se produce solamente en un subconjunto de las células que
formaron el animal no humano transgénico. Ademas, el fundador puede contener diversas inserciones retrovirales del
transgén en diferentes posiciones en el genoma que generalmente se segregardn en la descendencia. Ademas, también
es posible introducir transgenes en la linea germinal, aunque con baja eficacia, por infeccién retroviral intrauterina del
embrion a la mitad de la gestacion (Jahner, D. et al., (1982) supra).

Un tercer tipo de célula diana para la introduccién de transgenes es la célula madre embrionaria (ES). Las células
ES se obtienen a partir de embriones antes de la implantacién cultivados in vitro y fusionados con embriones (Evans,
M. I, et al., (1981) Nature 292, 154-156; Bradley, M. O., et al., (1984) Nature 309, 255-258; Gossler et al., (1986)
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83, 9065-9069; y Robertson, et al., (1986) Nature 322, 445-448). Los transgenes se pue-
den introducir de forma eficaz en las células ES por transfeccién con ADN o por transduccién mediada por retrovirus.
Estas células ES transformadas pueden combinarse después de esto con blastocistos de un animal no humano. Las
células ES después colonizan al embrién y contribuyen a la linea germinal del animal quimérico resultante. Para una
revision véase Jaenisch, R. (1988) Science 240, 14681474.

Como se usa en este documento, “un transgén’ es una secuencia de ADN introducida en la linea germinal de un
animal no humano mediante intervencién humana, tal como mediante los métodos que se han descrito anteriormente.

La invencion se ilustra en la seccidon de Detalles Experimentales mostrada a continuacién. Estos detalles experi-
mentales se indican para ayudar a entender la invencidn, pero de ninguna manera pretenden ni deben considerarse
limitantes de la invencién como se expone en las reivindicaciones que se proporcionan mas adelante.

Detalles experimentales
Primer Conjunto de Experimentos

Union de la glicoproteina estructural E2 del Virus de la Hepatitis C a Lectinas de tipo C Humanas, DC-SIGN y DC-
SIGN-R

Resumen

La proteina DC-SIGN, un lectina de tipo C humana, se expresa sobre la superficie de células dendriticas (DC), y
una protefna altamente homéloga, DC-SIGN-R, se encuentra a altos niveles en las células endoteliales sinusoidales
del higado y del ganglio linfatico. Estas moléculas se unen a la glicoproteina de la envuelta de VIH, gp120, y facilitan
la transmision del virus en trans mediante la unién a DC-SIGN. La E2 de VHC es el equivalente funcional de gp120
de VIH y contiene abundantes oligosacéridos del tipo de alto contenido de manosa que se pueden unir a moléculas
de lectina, DC-SIGN y DC-SIGN-R. Para ensayar esta hipétesis, se construyeron lineas celulares HeLLa que expresan
DC-SIGN o DC-SIGN-R vy se evalué la unién a la proteina E2 y a viriones de VHC. Usando un ensayo fluoromé-
trico con perlas, se demostrd por primera vez que la E2 purificada se une a DC-SIGN y a DC-SIGN-R y que estas
interacciones se inhiben por un anticuerpo monoclonal contra DC-SIGN/DC-SIGN-R ademds de manano y quelantes
de calcio. Segtin estos experimentos, parece ser que la proteina DC-SIGN vy la proteina DC-SIGN-R funcionan como
co-receptores de union para VHC y que su expresion en DC, y en el endotelio del higado y de la placenta, tienen
implicaciones importantes para la enfermedad por VHC.

Materiales y Métodos
Pldasmidos y células

Se introdujeron plasmidos pcDNA3-DC-SIGN y pcDNA3-DC-SIGN-R (articulo N° 5444 y 6749, respectivamen-
te, AIDS Research and Reference Reagent Program, Rockville, MD), en células HeLa por transfeccién usando una
formulacién de lipidos (Effectene, Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante.
Dos dias después de la transfeccidn, las células se trataron con medio de crecimiento convencional (Medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) que contienen 10% de suero bovino fetal (FBS; Hyclone, Logan UT), penicili-
na/estreptomicina (Life Technologies, Carlsbad, CA) y L-glutamina (Life Technologies) suplementado con 600 pg/ml
Geneticina (Life Technologies). Después de 2 semanas, se seleccionaron las colonias de células supervivientes, se
expandieron y se exploraron mediante citometria de flujo usando anticuerpos monoclonales que reconocian DC-SIGN
(507D, L-SIGN (612X), o tanto DC- como L-SING (604L). Las lineas celulares Hel.a transfectadas se cultivaron
de forma rutinaria en DMEM suplementado con 10% de FBS, penicilina/estreptomicina y L-glutamina con Geneti-
cina (600 ug/ml). Las células en crecimiento se dividieron para el cultivo de mantenimiento usando una solucién de
disociacién celular (Sigma, St. Louis, MO).
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Anticuerpos
Se usaron los siguientes mAb:

El mAb HCM-091-a-5 Anti-E2 (clon 4F6/2) de Austral Biologicals (San Ramon, CA), es un mAb IgG1 de ratén
que reacciona con el epitopo lineal E2 y con suero de donantes seropositivos a VHC. H31, H33, H44, H48, H53, HS5,
H60 y H61 son mAb de ratén anti-E2 de VHC (de Dr. Jean Dubuisson, Institut Pasteur de Lille, Francia) que presenta
reaccion cruzada con epitopos conformacionales (Deleersnyder et al., J. Virol, 71, 697-704 (1997), Flint et al., J. Virol,
73, 6782-6790 (1990)).

120507 (507D) de BD Pharmingen (San Diego, CA) es un dominio de unidn a lectina, especifico para DC-SIGN y
dirigido, dependiente de la conformacién, de IgG2b de ratén. 507D bloquea la infeccién por VIS y VIH y la adhesion
de ICAM-3 (Jameson et al., J. Virol, 76, 1866-1875 (2002), Wu et al, J. Virol, 76, 5905-5914 (2002)).

120507 (604L) de BD Pharmingen (San Diego, CA) es un dominio de unién a lectina especifico para DC-SIGN-
R, dirigido, dependiente de la conformacién, de IgG2b de ratén. 604L no bloquea la unién a VIS o VIH y solamente
muestra un bloqueo débil o no muestra bloqueo de la adhesién de ICAM-3 (Jameson et al., J. Virol, 76, 1866-1875
(2002), Wu et al, J. Virol, 76, 5905-5914 (2002)).

120507 (612X) de BD Pharmingen (San Diego, CA) es una IgG2a de ratén que reconoce el dominio de unién a
lectina de DC-SIGN y DC-SIGN-R. 612X bloquea la adhesién de ICAM-3 y la infeccién por VIH (Jameson et al., J.
Virol, 76, 1866-1875 (2002), Wu et al, J. Virol, 76, 5905-5914 (2002)).

DC4 (articulo N° 5442, AIDS Research and Reference Reagent Program, Rockville, MD) es una IgG1 de ratén
que reconoce tanto la proteina DC-SIGN como la proteina DC-SIGN-R mediante la regién de cuello o de repeticion,
y no el dominio de unién a lectina. DC4 no bloquea la unién de ICAM-3 o la transmisién de VIS (Baribaud et al., J.
Virol, 10281-10289 (2001)).

DC28 (articulo N° 5443, AIDS Research and Reference Reagent Program, Rockville, MD) es una [gG2a de ratén
que reconoce tanto la proteina DC-SIGN como la proteina DC-SIGN-R mediante la regién de cuello o de repeticién
y no el dominio de unién a lectina. DC28 no bloquea la unién de ICAM-3 o la transmisién de VIS (Baribaud et al., J.
Virol, 10281-10289 (2001)).

Inmunofluorescencia

Las células se tifieron en PBS/BSA al 0,5% a 4°C durante 30 minutos con mAb primarios y se lavaron antes de la
adicién de mAb secundarios conjugados con FITC con especificidad de isotipo (anti-raton-FITC, BD Pharmingen (San
Diego, CA) durante 30 minutos adicionales a 40°C. Después del lavado, se analizaron las células mediante citometria
de flujo usando un FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Se incluyeron controles con especificidad de
isotipo para establecer posiciones de cuadrante.

Preparacion de perlas fluorescentes con E2 de VHC

Se recubrieron microesferas marcadas con NeutrAvidin™ FluoSpheres® modificadas con carboxilato (505/515 nm,
1,0 um; Molecular Probes, Eugene, OR) con glicoproteina E2 de VHC como se describe para las perlas con ICAM-1
(Geijtenbeek er al., Blood, 94, 754-764 (1999)). En resumen, se sonicaron perlas recubiertas con NeutrAvidin™ vy se
lavaron en PBS/BSA (al 0,5%). Las perlas se incubaron con fragmento F(ab’)2 de IgG de cabra anti-ratén especifica
AffiniPure conjugada con Sp-biotinilada (6 pug/ml en PBS/BSA (al 0,5%); Jackson Immunoresearch Laboratories,
Inc., West Grove, PA) durante 2 horas a 37°C. Después del lavado, las perlas se incubaron con anticuerpos de ratén
anti-E2 (6 ug/ml en PBS/BSA (al 0,5%)) a 4°C durante una noche. Las perlas se lavaron y se incubaron con 250
ng/ml de E2 en VHC purificada producida en células CHO (Accurate Chemicals, NY) durante una noche a 4°C. La
identidad de la proteina E2 se confirmé mediante andlisis de transferencia de Western con mAb anti-E2 (datos no
mostrados).

Ensayo de adhesion de perlas fluorescentes

Este se realizé como se describe por Geijtenbeek er al., (Blood, 94, 754-764 (1999)), con modificaciones. Las
células se retiraron del cultivo por solucién de disociacidn celular (Sigma) durante 5 minutos a 37°C y se lavaron
3 veces en tampo6n de adhesion (Tris-HCI 20 mM [pH 8,0], NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, MgCl, 2 mM y BSA al
0,5%). Las células se resuspendieron a una concentracion final de 5x10° células/ml en tampén de adhesién durante 30
minutos a 4°C para recargar los niveles de Ca?*. Las células (5 x 10%) se preincubaron con manano (20 ug/ml; Sigma),
anticuerpos (0,1-10 ug/ml), EDTA (5 mM) o EGTA (5§ mM) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron
perlas fluorescentes recubiertas con E2 de VHC (20 perlas/célula) y la suspensién se incub6 durante 30 minutos a 37°C.
Se determind la adhesién midiendo el porcentaje de células que se habian unido a las perlas fluorescentes mediante
citometria de flujo usando un FACScan (Becton Dickinson, Oxnard, CA).
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Resultados

Para investigar si la proteina DC-SIGN y la proteina DC-SIGN-R son receptores para E2 de VHC, se produjeron 1i-
neas celulares HeLa estables mediante transfeccién de ADNc que codificaban DC-SIGN o DC-SIGN-R. El andlisis de
citometria de flujo se realiz6 en clones seleccionados de estas células (HeLa-DC-SIGN y HeLa-DC-SIGN-R) usando
un panel de anticuerpos especificos anti-DC-SIGN o anti-DC-SIGN-R que, segtin se habia informado, reaccionaban
con tejidos humanos (Figura 4 y Tabla 1 presentada a continuacién). Se expresaron altos niveles de moléculas DC-
SIGN y DC-SIGN-R en la superficie celular de las lineas celulares respectivas. Las células parentales HeLa no se
tifleron con ninguno de los anticuerpos anti-DC-SIGN o anti-DC-SIGN-R.

TABLA 1

Expresion en la superficie celular de DC-SIGN y DC-SIGN-R en lineas celulares estables
HeLa-DC-SIGN y HeLa-DC-SIGN-R

% de Células Positivas (Intensidad de
Clon de Fluorescencia Media
Especificidad
Anticuerpo HelLa
HelLa-DC-SIGN | HelLa-DC-SIGN-R
parental
507 (D) DC-SIGN 90,6 3,5 0,8
(81,1) (17,1) (7,8)
612 (X) DC-SIGN, DC- | 67,3 94,8 0,3
SIGN-R (46,6) (102,1) (8,1)
604 (L) DC-SIGN-R 1,1 96,0 0,1
(14,2) (128,9) (8,6)
Control de Ninguna 1,0 2,8 0,1
Isotipo (16,9) (13,7) (7,9)

Para determinar si DC-SIGN y DC-SIGN-R se unen a la glicoproteina E2 de VHC, se adapt6 un ensayo de adhesion
de citometria de flujo (Geijtenbeek, et al., Blood, 94, 754-764 (1999)). La proteina E2 de VHC producida en células
CHO se captur6 en perlas fluorescentes usando un panel de mAb anti-E2, que se incubaron con células DC-SIGN- y
DC-SIGN-R-HeLa a una proporcién de 20 perlas por célula. Las perlas recubiertas con E2 de VHC se unieron de forma
eficaz a ambos tipos de células y la unién se midié de forma eficaz por manano (Figura 5) y EDTA o EGTA (datos
no mostrados). Se observaron bajos niveles de adhesion de fondo en la linea celular parental HeLLa no transfectada,
que no expresa DC-SIGN ni DC-SIGN-R. Los niveles de unién eran dependientes del mAb anti-E2 usado para el
recubrimiento, sin embargo la tendencia fue similar para células con DC-SIGN y DC-SIGN-R. Las perlas conjugadas
solamente con anticuerpo y sin proteina E2, no se unieron a las células (datos no mostrados).

El panel de mAb anti-DC-SIGN y anti-DC-SIGN-R se ensay6 con respecto a su efecto sobre la adhesion de E2:DC-
SIGN/DC-SIGN-R en el ensayo de unién a perlas fluorescentes (Figura 6). La unién de E2 a DC-SIGN-R se inhibi6
por DC4, un mAb que reconoce tanto la regién de DC-SIGN como la de DC-SIGN-R, sin embargo, la unién a DC-
SIGN se inhibia solamente de manera moderada por un subconjunto de mAb del panel, lo que sugeria que la E2 puede
interaccionar con diferentes sitios en estas moléculas. DC4 no inhibe la unién del lentivirus o la unién de ICAM-3 a
DC-SIGN y DC-SIGN-R, por lo tanto, puede representar un nuevo inhibidor especifico para VHC.

Discusion

Por lo tanto, se ha demostrado que la glicoproteina E2 de VHC interacciona con DC-SIGN y DC-SIGN-R, y que el
manano, los quelantes de calcio y un mAb anti-DC-SIGN/DC-SIGN-R inhiben esta interaccién. Estas observaciones
son nuevas, y la expresién de estos receptores de VHC potenciales en DC-SIGN y en endotelio tiene implicaciones
importantes para el ciclo de vida viral. La proteina DC-SIGN expresada en DC puede transmitir el VHC en trans a
células susceptibles de una manera similar a VIH, y la expresién de DC-SIGN-R en el higado y en la placenta puede
dictar el tropismo viral y la patogénesis posterior.
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Las células endoteliales sinusoidales hepdticas estdn en contacto continuo con leucocitos en transito y pueden cap-
turar virus, células apoptéticas y antigenos de la sangre y promover la infeccién en trans de células diana. Por lo tanto,
es posible que DC-SIGN-R promueva la infeccién de estas células, estableciendo de este modo un depdsito para la
produccién de nuevos virus que entrardn en hepatocitos. Un mecanismo similar puede funcionar para la transmisién
vertical de VHC a través de la placenta a término, un tejido que contiene elevados niveles de DC-SIGN-R. La inhibi-
cion de estas interacciones representa estrategias terapéuticas y profilacticas para la enfermedad por VHC. Atn no se
ha esclarecido el papel de DC-SIGN y DC-SIGN-R como moléculas de encadenamiento que organizan el trafico y la
localizacién de VHC en el higado, sin embargo, sus interacciones con E2 de VHC representan dianas nuevas para la
intervencion terapéutica.

Segundo Conjunto de Experimentos
Resumen

Se describe un inhibidor de la unién de VHC a DC-SIGN y/o DC-SIGN-R que anula la unién de sueros positivos a
VHC o viriones purificados en el ensayo descrito a continuacion. Este inhibidor puede interaccionar con el virus, con
el receptor o con ambos.

Union de suero a células

Se cultivan lineas celulares HeLa (HeLa-DC-SIGN, HeLa-DC-SIGN-R) o células HeLa parentales durante una
noche en DMEM que contiene FBS al 10% en una placa de 24 pocillos a 1 x 10° células/pocillo. Al dia siguiente, las
células se lavan una vez con un tampodn de adherencia y después se bloquean con tampén de adherencia que contiene
suero de cabra inactivado por calor al 10% durante 20 minutos a 37°C. Las células se lavan una vez con tampdn
de adherencia y el o los inhibidores se afiaden durante una hora en tampoén de adhesion a la mitad de los pocillos.
Previamente se diluyen diez ul de suero positivo para ARN de VHC (positivo para el virus) o negativo para ARN de
VHC (negativo para el virus) hasta un volumen final de 200 ul, y se afiaden a los pocillos. También se pueden afiadir el
o los inhibidores a alicuotas de los sueros durante una hora para permitir la interaccién con el virus. Se permite que el
virus se una a las células durante una hora a 37°C con suave agitacién cada 15 minutos. Finalmente, el suero se retira
y las células se lavan cinco veces con tamp6n de adherencia

Extraccion de ARN viral

El ARN viral se extrae de las células usando un kit Mini Spin de ARN viral de QIAmp (Qiagen) con modificacio-
nes. En resumen, se afiaden dos extracciones con 280 ul de tampén de lisis por pocillo y se transfieren a un tubo de 1,7
ml. La placa vacia se lava con 140 ul de solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco con calcio y magnesio,
y los liquidos de lavado se agrupan en el mismo tubo. La extraccion de ARN y la unién a columnas spin se realiza
usando las directrices del fabricante. Después de un lavado con tampdn de lavado, se retira el ADN de la columna
mediante el tratamiento con DNasa sin RNasa (Qiagen) usando las directrices del fabricante. El ARN se lava y se
eluye en dos etapas usando 30 ul y 40 ul de tamp6n de elucidn, y los eluatos se combinan.

RT-PCR especifica para VHC

Se combina medio nmol de cebador RID-5 con 0,5 ul de ARN extraido en un volumen final de 6 ul. Las muestras
se calientan durante 10 minutos a 70°C y después se enfrian hasta 4°C usando un sistema de PCR GeneAmp (Perkin
Elmer). En una mezcla de reaccién de 10 ul, el molde precalentado se combina con 1xTamp6n de Primera Cadena,
DTT 10 mM, desoxirribonucledsido trifosfatos (ANTP) 5 mM, y 7,5 U de ThermoScript (Invitrogen), la mezcla se
incuba a 58°C durante 50 minutos, y después a 85°C durante 5 minutos antes del enfriamiento a 4°C. De esta reaccién
de RT, se usan 5 ul como molde para la PCR en una reaccién de 50 ul que contiene 1 x Tamp6n de PCR de Alta
Fidelidad, MgSO, 2 mM, dNTP 2 mM, 50 pmol de cebadores RID-1 y RJID-5y 1,25 U de ADN polimerasa de alta
fidelidad Platinum Taq (Invitrogen). La amplificacién por PCR se realiza usando el método de Young et al (Young KK,
Resnik RM, Myers TW. Detection of hepatitis C virus RNA by a combined reverse transcription-polymerase chain
reaction assay. J Clin Microbiol. 1993 Apr3:31(4):886-6).

Transferencia de los productos de RT-PCR

Se resuelven diez ul de cada reacciéon de RT-PCR en un gel de agarosa al 1% que contiene un marcador de
ADN biotinilado (NEB). El gel se transfiere por capilaridad en una membrana de nitrocelulosa Protran (tipo BA-85,
Schleicher and Schull) siguiendo el método de transferencia de Southern descrito en Sambrook, Fritsch y Maniatis
(Sambrook, J., Fritsch, E.F., y Maniatis, T. en Molecular Cloning: A Laboratoy Manual. Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, NY, Vol. 1, 2, 3 (1989). Al dia siguiente, el ADN se entrecruza con la membrana a 2400 J/m? usando un
StrataLinker (Stratagene) y se seca a temperatura ambiente durante al menos una hora.

Hibridacion para detectar VHC

La transferencia se incuba durante 4 horas a 63°C en solucién de prehibridacién. La solucién de prehibridacién
contiene 5x solucién de Denhardt [BSA sin dcidos grasos al 0,2% (p/v) (JRH Biosciences), polivinilpirrolidonapolivi-
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nilo al 0,2% (p/v) (PVP, Sigma), Ficoll-400 al 0,2% (p/v) (Sigma)], 6 x SSC (NaCl 0,9 M, citrato sédico 90 mM, pH
7,4), dodecilsulfato sédico al 0,5% (p/v) (SDS, Promega), y 0,1 mg/ml de ADN de esperma de arenque (Invitrogen).
Después de la incubacioén se afiade 1 pmol/ml de cebador RJD-6 o RID-7 a la solucién de prehibridacién para preparar
la solucién de hibridacién y se incuba durante una noche a 63°C. A la mafiana siguiente, la transferencia se lava dos
veces durante 5 minutos en tamp6n de lavado [2 x SSC, SDS al 0,1% (p/v)] a temperatura ambiente, dos veces durante
15 minutos en tampdn de lavado a 63°C, y una vez mds en tampon de lavado a temperatura ambiente. Después, la man-
cha de transferencia se lava una vez durante 5 minutos en PBST [solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco
sin calcio y magnesio, Tween-20 al 0,05% (v/v)]. Después, la mancha de transferencia se incuba con estreptavidina-
HRP (Amersham) a 1/1500 en PBST durante 45 minutos a temperatura ambiente. La mancha de transferencia se lava
dos veces rdpidamente y después tres veces durante 15 minutos en PBST. La mancha de transferencia se revela usando
Western Lightening (NEN/Perkin Elmer) y pelicula Kodak. Se ejemplifica una sefial positiva para ARN de HCV por
una banda especifica de 243 pares de bases. Se compara la intensidad de la banda de 243 pares de bases en presencia
y en ausencia de inhibidor, y una disminucidn en la intensidad indica la inhibicién de la unién de VHC.

Nombre del Oligo | Secuencia

RJD-1 (KY80") 5'-GCA GAA AGC GTC TAG CCA TGG CGT-3’
RJD-5 (KY78") 5-CTC GCA AGC ACC CTATCA GGC AGT-3
RJD-6 5-biotina-GGA GAG CCA TAG TGG TCT GCG GAA C-3’

RJD-7 (KY88") 5-biotina-GTT GGG TCG CGAAAG GCC TIGTGG T-3

Tercer Conjunto de Experimentos
Resumen

Se describe un nuevo método mejorado para detectar VHC en muestras de seres humanos (sangre, suero, plasma,
tejido, fluido amnidtico, etc.) que utiliza el ensayo descrito en el ejemplo proporcionado mds adelante. En este método,
las muestras se ensayan en el ensayo de union a células (ensayo SIGN) para determinar la unién a células HeLa que
expresan DC-SIGN y/o DC-SIGN-R. Como control, se usa el ensayo sin células convencional a diluciones variables
de muestra para determinar el limite de deteccién y la linealidad del ensayo de SIGN. Este ensayo proporciona in-
formacién cuantitativa adicional sobre la carga viral de VHC (por ejemplo, una mayor sensibilidad para detectar la
presencia de VHC en una muestra biolégica), ademds de propiedades cualitativas (unién a DC-SIGN o a DC-SIGN-
R) del virus presente en la muestra. Este ensayo proporciona nueva informacion relevante para el uso del receptor, la
distribucién de cuasiespecies virales (por ejemplo, fenotipos patogénicos) y, por lo tanto, tiene utilidad para controlar
la progresién de la enfermedad clinica.

Union de muestra a células

Se cultivan lineas celulares HeLa (HeLa-DC-SIGN, HeLa-DC-SIGN-R) o células HeLa parentales durante una
noche en DMEM que contiene FBS al 10% en una placa de 24 pocillos con 1 x 10° células/pocillo. Al dia siguiente,
las células se lavan una vez con tampdn de adherencia y después se bloquean con tampén de adherencia que contiene
suero de cabra inactivado por calor al 10% durante 20 minutos a 37°C. Las células se lavan una vez con tamp6n de
adherencia. Se diluye un volumen fijo (por ejemplo 10-1000 ul) de suero positivo para ARN de VHC (positivo para
el virus) o negativo para ARN de VHC (negativo para el virus), u otras muestras (plasma, extractos tisulares, etc.) en
tamp6n de adherencia hasta un volumen final de 200 ul, y se prepara un intervalo de 10 diluciones seriadas. Estas
suspensiones se afiaden a los pocillos durante 1 hora para permitir la interaccidn con el virus y se incuban a 37°C con
suave agitacién cada 15 minutos. Finalmente, la muestra se retira y las células se lavan cinco veces con tampén de
adherencia. Para determinar el limite de deteccion y la linealidad del ensayo, se usan alicuotas de las mismas muestras
sin unién a células (muestras sin células) en etapas posteriores como se analiza a continuacion.

Extraccion de ARN viral

Se extrae ARN viral de las células, o muestras sin células, usando un kit Mini Spin de ARN viral de QIAmp
(Qiangen) con modificaciones. En resumen, se afiaden dos extracciones con 280 ul de tampén de lisis por pocillo y
se transfieren a un tubo de 1,7 ml. La placa vacia se lava con 140 ul de solucioén salina tamponada con fosfato de
Dulbecco con calcio y magnesio, y los liquidos de lavado se agrupan en el mismo tubo. La extraccién de ARN y la
unién a columnas spin se realiza usando las directrices del fabricante. Después de un lavado con tamp6n de lavado, se
retira el ADN de la columna por tratamiento con DNasa sin RNasa (Qiagen) usando las directrices del fabricante. El
ARN se lava y se eluye en dos etapas usando 30 ul y 40 ul de tampén de elucidn, y los eluatos se combinan.
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RT-PCR especifica para VHC

Se combina medio nmol de cebador RID-5 con 0,5 ul de ARN extraido en un volumen final de 6 ul. Las muestras
se calientan durante 10 minutos a 70°C y después se enfrian hasta 4°C usando un sistema de PCR GeneAmp (Perkin
Elmer). En una mezcla de reaccion de 10 ul, el molde precalentado se combina con 1xTampoén de Primera Cadena,
DTT 10 mM, desoxirribonucledsido trifosfatos (ANTP) 5 mM, y 7,5 U de ThermoScript (Invitrogen), la mezcla se
incuba a 58°C durante 50 minutos y después a 85°C durante 5 minutos antes del enfriamiento a 4°C. De esta reaccién
de RT, 5 ul se usan como molde para la PCR en una reaccion de 50 ul que contiene 1 x Tampén de PCR de Alta
Fidelidad, MgSO, 2 mM, dNTP 2 mM, 50 pmol de cebadores RID-1 y RID-5 y 1,25 U de ADN polimerasa de alta
fidelidad Platinum Taq (Invitrogen). La amplificacién por PCR se realiza usando el método de Young ef al. (Young
KK, Resnick RM, Myers TW. Detection of hepatitis C virus RNA by a combined reverse transcription-polymerase
chain reaction assay. J Clin Microbiol. 1993 Apr 3: 31(4):886-6).

Transferencia de los productos de RT-PCR

Se resuelven diez ul de cada reaccién de RT-PCR en un gel de agarosa al 1% que contiene un marcador de ADN
biotinilado (NEB). El gel se transfiere por capilaridad sobre una membrana de nitrocelulosa Protran (tipo BA-85,
Schleicher and Schull) siguiendo el método de transferencia de Southern descrito en Sambrook, Fritsch y Maniatis
(Sambrook, J., Fritsch, E.F., y Maniatis, T. en Molecular Cloning: A Laboratoy Manual. Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, NY, Vol. 1, 2, 3 (1989). El dia siguiente, el ADN se entrecruza con la membrana a 2400 J/m? usando un
StrataLinker (Stratagene) y después se seca a temperatura ambiente durante al menos una hora.

Hibridacion para detectar VHC

La mancha de transferencia se incuba durante 4 horas a 63°C en solucién de prehibridacién. La solucién de prehi-
bridacién contiene 5 x solucién de Denhardt [BSA sin 4cidos grasos al 0,2% (p/v) (JRH Biosciences), polinivinilpirro-
lidonapolivinilo al 0,2% (p/v) (PVP, Sigma), Ficoll-400 al 0,2% (p/v) (Sigma)], 6 x SSC (NaCl 0,9 M, citrato sédico
90 mM, pH 7,4), dodecilsulfato sédico al 0,5% (p/v) (SDS, Promega) y 0,1 mg/ml de ADN de esperma de arenque
(Invitrogen). Después de la incubacién se afiade 1 pmol/ml de cebador RJD-6 o RJD-7 a la solucién de prehibridacién
para preparar la solucién de hibridacién, que se incuba durante una noche a 63°C. A la mafiana siguiente, la mancha
de transferencia se lava dos veces durante 5 minutos en tampén de lavado [2 x SSC, SDS al 0,1% (p/v)] a temperatura
ambiente, dos veces durante 15 minutos en tampdn de lavado a 63°C y una vez méas en tampén de lavado a temperatura
ambiente. Después, la mancha de transferencia se lava una vez durante 5 minutos en PBST [solucién salina tampo-
nada con fosfato de Dulbecco sin calcio y magnesio, Tween-20 al 0,05% (v/v)]. Después, la mancha de transferencia
se incuba con estreptavidina-HRP (Amersham) a 1/1500 en PBST durante 45 minutos a temperatura ambiente. La
mancha de transferencia se lava dos veces rapidamente y después tres veces durante 15 minutos en PBST. La mancha
de transferencia se revela usando Western Lightening (NEN/Perkin Elmer) y pelicula Kodak. Se ejemplifica una sefial
positiva para el ARN de HCV mediante una banda especifica de 243 pares de bases. La intensidad de la banda de 243
pares de bases se compara entre muestras idénticas en el ensayo de unioén a células (SING) y el ensayo sin células
para determinar las diferencias cuantitativas y cualitativas. La diferencia en las intensidades de sefial observadas en
los ensayos de DC-SIGN y DC-SIGN-R proporciona informacién relevante para el receptor de VHC y el tropismo y,
finalmente, para la progresién clinica.

Nombre del Oligo | Secuencia

RJD-1 (KY80") 5-GCA GAA AGC GTC TAG CCATGG CGT-3

RJD-5 (KY78") 5-CTC GCA AGC ACC CTATCA GGC AGT-3’

RJD-6 5’-biotina-GGA GAG CCA TAG TGG TCT GCG GAA C-3
RJD-7 (KY88") 5-biotina-GTT GGG TCG CGA AAG GCC TTG TGG T-3

Se pueden considerar numerosas realizaciones diferentes del ensayo anterior. Por ejemplo, se puede cuantificar
el VHC capturado en células HeLa-DC-SIGN y HeLa-DC-SIGN-R usando otras lecturas convencionales, tales como
mediante andlisis de transferencia de Western de proteinas de VHC usando anticuerpos contra proteinas virales. En
otra realizacién, se pueden inmovilizar proteinas DC-SIGN y DC-SIGN-R purificadas sobre una superficie, tal como
una placa o perla, usando tecnologias convencionales y se pueden usar para capturar y concentrar VHC a partir de
muestras del paciente. La cantidad de VHC se puede cuantificar por medicién del nimero de genomas virales por
métodos de RT-PCR como se describe, por andlisis de proteinas virales por medio de transferencia de Western, por
ELISA o por otras metodologias convencionales que se conocen bien por los especialistas en la técnica.

Un especialista en la técnica entenderd facilmente que los métodos especificos y los resultados analizados en este
documento son sélo ilustrativos de la invencidn, que se describe de manera mas completa en las reivindicaciones que
se proporcionan a continuacion.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un anticuerpo o una parte del mismo en una cantidad eficaz para inhibir la unién de una glicoproteina
de la envuelta del virus de la hepatitis C (VHC) a una proteina DC-SIGN presente en la superficie de una célula, para
la fabricacién de un medicamento para administracién a un sujeto para inhibir la infeccién por VHC de las células de
dicho sujeto susceptibles a la infeccién por VHC.

2. Uso de un anticuerpo o una parte del mismo en una cantidad eficaz para inhibir la unién de una glicoproteina de
la envuelta del virus de la hepatitis C (VHC) a una proteina DC-SIGNR presente en la superficie de una célula, para la
fabricacién de un medicamento para administracién a un sujeto para inhibir la infeccién por VHC de una célula diana
del sujeto cuya susceptibilidad a la infecciéon por VHC aumenta cuando el VHC se une a una célula que expresa la
proteina DC-SIGNR.

3. El uso de la reivindicacién 1 6 2, en el que la célula susceptible a la infeccion por VHC es un hepatocito de
higado.

4. El uso de la reivindicacién 1 6 2, en el que la célula que expresa la proteina DC-SIGNR es una célula sinusoidal
de higado.

5. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el anticuerpo o la parte del mismo es un anticuerpo
monoclonal.

6. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el anticuerpo o la parte del mismo es un anticuerpo
policlonal.

7. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el anticuerpo o la parte del mismo es un anticuerpo
humanizado.

8. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el anticuerpo o la parte del mismo es un anticuerpo
quimérico.

9. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el anticuerpo o la parte del mismo es una parte del
anticuerpo.

10. El uso de la reivindicacion 9, en el que la parte del anticuerpo comprende una cadena ligera del anticuerpo.
11. El uso de la reivindicacion 9, en el que la parte del anticuerpo comprende una cadena pesada del anticuerpo.
12. El uso de la reivindicacién 9, en el que la parte del anticuerpo comprende una parte Fab.

13. El uso de la reivindicacion 9, en el que la parte del anticuerpo comprende una parte F(ab’),.

14. El uso de la reivindicacién 9, en el que la parte del anticuerpo comprende una parte Fd.

15. El uso de la reivindicacion 9, en el que la parte del anticuerpo comprende una parte Fv.

16. El uso de la reivindicacién 9, en el que la parte del anticuerpo comprende un dominio variable del anticuerpo.

17. El uso de la reivindicacién 9, en el que la parte del anticuerpo comprende uno o mas dominios de CDR del
anticuerpo.

18. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en el que la glicoproteina de la envuelta de VHC es una
proteina de la envuelta E1 de VHC.

19. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en el que la glicoproteina de la envuelta de VHC es una
proteina de la envuelta E2 de VHC.

20. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-19, en el que el anticuerpo o la parte del mismo se va a administrar
por via oral, por via intravenosa, por via subcutdnea, por via intramuscular, por via topica o por suministro mediado
por liposomas.

21. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-20, en el que el sujeto es un ser humano, un primate, un equino,
un ovino, un ave, un bovino, un porcino, un canino, un felino o un ratén.

22. El uso de la reivindicacién 21, en el que la cantidad eficaz del anticuerpo o de la parte del mismo estd com-
prendida entre 1 mg y 50 mg por kg de peso corporal del sujeto.
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23. FEl uso de la reivindicacién 22, en el que la cantidad eficaz del anticuerpo o de la parte del mismo estd com-
prendida entre 2 mg y 40 mg por kg de peso corporal del sujeto.

24. El uso de la reivindicacién 23, en el que la cantidad eficaz del anticuerpo o de la parte del mismo estd com-
prendida entre 3 mg y 30 mg por kg de peso corporal del sujeto.

25. El uso de la reivindicacion 24, en el que la cantidad eficaz del anticuerpo o de la parte del mismo estd com-
prendida entre 4 mg y 20 mg por kg de peso corporal del sujeto.

26. El uso de la reivindicacién 25, en el que la cantidad eficaz del anticuerpo o de la parte del mismo esta com-
prendida entre 5 mg y 10 mg por kg de peso corporal del sujeto.

27. El uso de la reivindicacién 19, en el que el anticuerpo o la parte del mismo se administra al menos una vez al
dia.

28. El uso de la reivindicacién 27, en el que el anticuerpo o la parte del mismo se administra diariamente.

29. El uso de la reivindicacién 19, en el que el anticuerpo o la parte del mismo se administra cada dos difas.

30. El uso de la reivindicacién 19, en el que el anticuerpo o la parte del mismo se administra cada seis a ocho dias.

31. El uso de la reivindicacidon 30, en el que el anticuerpo o la parte del mismo se administra semanalmente.

32. Un método para determinar si un compuesto puede inhibir la infeccion por VHC de una célula, que comprende:

a) inmovilizar una glicoproteina de la envuelta de VHC sobre un soporte s6lido;

b) poner en contacto la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada con suficiente proteina DC-SIGNR
detectable para saturar todos los sitios de unién para la proteina DC-SIGNR sobre la glicoproteina de la envuelta de
VHC inmovilizada, en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR a la glicoproteina de la envuelta
de VHC inmovilizada para formar un complejo;

c) retirar la proteina DC-SIGNR no unida;

d) poner en contacto el complejo con el compuesto;

e) determinar si se ha desplazado algo de proteina DC-SIGNR del complejo, indicando el desplazamiento de la
proteina DC-SIGNR del complejo que el compuesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC, determinandose

de este modo que el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la célula.

33. Un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC de una célula, que
comprende:

a) inmovilizar una proteina DC-SIGNR sobre un soporte sélido;

b) poner en contacto la proteina DC-SIGNR inmovilizada con suficiente glicoproteina de la envuelta de VHC
detectable para saturar todos los sitios de unidn para la glicoproteina de la envuelta de VHC sobre la proteina DC-
SIGNR inmovilizada, en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR inmovilizada a la glicoproteina
de la envuelta de VHC para formar un complejo;

c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

d) poner en contacto el complejo con el compuesto;

e) determinar si se ha desplazado algo de glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo, indicando el despla-
zamiento de la glicoproteina de la envuelta de VHC del complejo que el compuesto se une a la proteina DC-SIGNR,

determindndose de este modo que el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la célula.

34. Un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infecciéon por VHC de una célula, que
comprende:

a) poner en contacto una glicoproteina de la envuelta de VHC con suficiente proteina DC-SIGNR detectable para
saturar todos los sitios de unién parar la proteina DC-SIGNR en la glicoproteina de 1a envuelta de VHC, en condiciones
que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR a la glicoproteina de la envuelta de VHC para formar un complejo;

b) retirar la proteina DC-SIGNR no unida;

¢) medir la cantidad de proteina DC-SIGNR que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC en el complejo;
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d) poner el contacto el complejo con el compuesto para desplazar la proteina DC-SIGNR del complejo;
e) medir la cantidad de proteina DC-SIGNR que estd unida al compuesto en presencia del compuesto; y

f) comparar la cantidad de proteina DC-SIGNR unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC en la etapa (e) con
la cantidad medida en la etapa (c), indicando una cantidad reducida medida en la etapa (e) que el compuesto se une a
la glicoproteina de la envuelta de VHC, identificindose de este modo el compuesto como un compuesto que es capaz
de inhibir la infeccién por VHC de una célula.

35. Un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infecciéon por VHC de una célula, que
comprende:

a) inmovilizar una glicoproteina de la envuelta de VHC sobre un soporte s6lido;

b) poner en contacto la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada con el compuesto y la proteina DC-
SIGNR detectable en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR a la glicoproteina de la envuelta
de VHC inmovilizada en ausencia del compuesto para formar un complejo;

c) retirar la proteina DC-SIGNR no unida;

d) comparar la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de VHC
inmovilizada en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable que se une
a la glicoproteina de la envuelta de VHC inmovilizada en ausencia del compuesto;

e) indicando una cantidad reducida de proteina DC-SIGNR medida en presencia del compuesto que el compuesto
se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGNR, determindndose de este modo que el
compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la célula.

36. El método de la reivindicacién 35, en el que la cantidad de DC-SIGNR detectable es suficiente para saturar
todos los sitios de unién para la proteina DC-SIGNR en la glicoproteina de la envuelta de VHC.

37. Un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccién por VHC de una célula, que
comprende:

a) inmovilizar una proteina DC-SIGNR sobre un soporte sélido;

b) poner en contacto la proteina DC-SIGNR inmovilizada con el compuesto y la glicoproteina de la envuelta de
VHC detectable en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR inmovilizada a la glicoproteina de la
envuelta de VHC en ausencia del compuesto para formar un complejo;

c) retirar la glicoproteina de la envuelta de VHC no unida;

d) comparar la cantidad de glicoproteina de la envuelta de VHC detectable que estd unida a la proteina DC-SIGNR
inmovilizada en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de glicoproteina de la envuelta de VHC
detectable que se une a la protefna DC-SIGNR inmovilizada en ausencia del compuesto;

e) indicando una cantidad reducida de glicoproteina de la envuelta de VHC medida en presencia del compuesto
que el compuesto se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGNR, para determinar de este
modo si el compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la célula.

38. El método de la reivindicacién 37, en el que la cantidad de la glicoproteina de la envuelta de VHC detectable
es suficiente para saturar todos los sitios de unidn para la glicoproteina de la envuelta de VHC sobre la proteina DC-
SIGNR.

39. Un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la infeccion por VHC de una célula, que
comprende:

a) poner en contacto una glicoproteina de la envuelta de VHC con el compuesto y la proteina DC-SIGNR detectable
en condiciones que permitan la unién de la proteina DC-SIGNR a la glicoproteina de la envuelta de VHC en ausencia
del compuesto para formar un complejo;

b) retirar la proteina DC-SIGNR no unida;

¢) comparar la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable que estd unida a la glicoproteina de la envuelta de

VHC en el complejo en presencia del compuesto con la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable que estd unida al
compuesto en ausencia del compuesto;
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indicando una cantidad reducida de proteina DC-SIGNR medida en presencia del compuesto que el compuesto
se une a la glicoproteina de la envuelta de VHC o a la proteina DC-SIGNR, determindndose de este modo que el
compuesto es un compuesto capaz de inhibir la infeccién por VHC de la célula.

40. El método de la reivindicacién 39, en el que la cantidad de proteina DC-SIGNR detectable es suficiente para
saturar todos los sitios de unién para la proteina DC-SIGNR en la glicoproteina de la envuelta de VHC.

41. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 32, 34, 35 6 37, en el que la proteina DC-SIGNR detectable
esta marcada con un marcador detectable.

42. El método de la reivindicacidon 33 6 39, en el que la glicoproteina de la envuelta de VHC detectable estd
marcada con un marcador detectable.
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FIGURA 3

MSTNPKPORKTKRNTNRREQDVKF PGGGQIVGGVYLLPRRGPRL
GVRATRKTSERSQFRGRRQPIPKARRPEGRTHAQPGY PWPLYGNEGCGWAGWLLSFPRG
SRPSWGPTDPRRRSRNLGKVIDTLTCGFADLMGY I PLVGAPLGGAARALAHGVRVLED
GVNYATGNLPGCSFSIFLLALLSCLTVPASAYQVRNSSGLYHVINDCPNSSIVYERAD
AILHTPGCVPCVREGNASRCHVAVT PTVATRDGKLPTTQLRRHIDLLVGSATLCSALY
VGDLCGSVFLVGOLFTFSPRRENTTODCNCSTYPGHI TGHRMAWDMMMNWS PTAALVY
AOLLRIPOAIMDMI AGAHWGVLAGIAYFSMVGNWAKVLVVLLLFAGVDAETHVTGGSA
GRTTAGLVGLLTPGAKON IOLINTNGSWHINSTALRCNESLNTGWLAGLFYQRKFNSS
GCPERLASCRRLTDFAQGWGPISYANGSGLDERPYCWHYPPRPCGTIVPAKSVCGFVYC
FTPSPVVVGTTDRSGAPTY SWGANDTDVFVLNNTRPPLGNWFGCTWMNSTGFTKVCGA
PPCVIGGVGNNTLLCPTDCFRKHPERTYSRCGSGPWI TPRCMVDY PYRLWHYPCTINY
T1FKVRMYVGGVEBRLERACKWTRGERCDLEDRDRSELSPLLLSTTOWQVLPCSFTTL
PALSTGLIHLHONIVDVOYLYGVGESIASWAI KWEYVVLLFLLLADARVCSCLWMMLL
1SQAEAALENLVILNAASLAGTHGLVYSFLVFFCFANYLKGRWVPGAVYAFYGMWPLLL
LLLALPORAYALDTEVAASCGGVVLVGLMALTLS PYYKRYISRCMWWLQYFLTRVEAQ
LHVWVPPLNVRGGRDAVI LLMCVVHPTLVFDITKLLLAIFGPLWILOASLLKVPYFVR
VOGLLRICALARKIAGGHYVQMAI I KLGALTGTYVYNHLT PLRDHAHRGLRDLAVAVE
PVWFSRMETKLITRGADTAACGDT INGLPVSARRGOE ] LLGPADGMVSKGWRLLAPIT
AYAQQTRGLLGCIITSLTGRDKNOVEGEVQIVSTATOTFLATCINGVCWTIVYHGAGTR
TIASPKGPVIQMYTNVDQDLVGHPAPQGSRSLTPCTCGSSDLYLVTRHADVI PVRRRG
DSRGSLLSPRPISYLKGSSGGPLLCPAGHAVGLFRAAVCTRGVAKAVDFIPVENLETT
MRSPVFTDNSSPPAVPQSFQVAHLHAPTGSGKSTKVPAAYAAQGYKVLVLNPSVAATL
GFGAYMSKRHGVDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIIICDECHS
TDATSILGIGTVLDORETAGARLVVLATATPPGSVIVSHPNIEEVALSTTGEIPFYGK
AIPLEVIKGGRHLIFCHSKXXCDELAARKLVALGINAVAYYRGLDVSVIPTSGDVVVVS
TDALMTGFTGDFDSVIDCNTCVIQTVDF SLDPTFTI ETTTLPQDAVSRTQRRGRTGRG
KPGIYRFVAPGERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETTVRLRAYMNT PGLPVCQ
DHLEFWEGVFTGLTHIDAHFLSQTKOSGENFPYLVAYQATVCARARQAPPPSWDQOMWEC
LIRLKPTLHGPTPLLYRLGAVOREVTLTHPITKYIMTCMSADLEVVTSTWVLVGGVLA
ALAAYCLSTGCVVIVGRIVLSGKPAI I PDREVLYQEFDEMEECSQHLPY IEQGMMLAE
QFKQKALGLLQTASRQAEVITPAVOTNWOKLEVFWAKHMWNF ISGIQYLAGLSTLPGN
PAIASLMAFTAAVTS PLTTGOTLLFNILGGHWVAROLAAPGAATAFVGAGLAGARIGSY
GLGKVLVDILAGYGAGVAGALVAFKIMSGEVPSTEDLVNLLPAILSPGALVVGVVCAR
I LRRHVGPGEGAVOWMNRLIAFASRGNHVSPTHYVPESDAAARVTAILSSLTVTQOLLR
RLHQWISSECTTPCSGSHLRDBIWDWICEVLSDFKTWLKAKLMPOLPGI PFVSCORGYR
GVWRGDGIMHTRCHCGAEI TGHVKNGTMRIVGPRTCRNMWSGTFPINAYTTGPCTPLP
APNYKFALWRVSAEEYVEIRRVGDFHYVSGMTTDRLKCPCQI PSPEFFTELDGVRLHR
FAPPCKPLLREEVSFRVGLHEY PVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLTRPSHITAEAAGRRL
ARGSPPSMASSSASQLSAPSLKATCTANEDSPDAEL I EANLLWRQEMGGNI TRVESEN
KVVILDSFDPLVAEEDEREVSVPAEI LRKSRRFARALPVWAR PDYNPPLVETWKKPDY
EPPVVHGCPLPPPRS PPVPPPRKXRTVVLTESTLSTALAELATKSFGSSSTSGITGON
TTTSSEPAPSGCPPDSDVESYSSMPPLEGEPGDPDLSDGSWSTVESGADTEDVVCCSM
SYSWTGALVTPCAAEEQKLPINALSNSLLRRHNLVYSTTSRSACQROKKVTIFDRIQVL
DSHYQDVLKEVKARA SKVKANLLSVEEACSLTPPHSAKSKFCYGAKDVRCHARKAVAR
INSVWKDLLEDSVTPIDTTIMAKNEVFCVOPEKGGRKPARLIVFPDLGVRVCEKMALY
DVVSKLPLAVMGSSYGFOYSPGORVEFLVOAWKSKKT PMGFSYDTRCFDSTVTESDIR
TEERTYQCCDLOPOARVAIKSLTERLYVGGPLTNSRGENCGYRRCRASGVLTTSCGNT
LTCY I KARARCRAAGLODCTHMLVCGRDLVVICESAGVQEDAASLRAFTEAMTRYSAPP
CDPPOPEYDLELITSCSSNVSVAHDGAGKRVYYLTRDPTTPLARARWETARHTPVNSW
LGRIIMFAPTLWARMYLMTHFFSVLIARDQLEQALNCEI YGACYSIEPLDLPPIIQORL
HGLSAFSLHESYSPGEINRVAACLRKLGVPPLRAWRHRARSVRARLLSRGGRAAICGKY
LENWAVRTKLKLTPIAARGRLDLSGHWFTAGY SGGDI YRS VSHARPRWFWFCLLLLARG
VGIYLLPHNR
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Figura 4. Caracterizacion de lineas celulares HeLa-DC-SIGN y HelLa-DC-SIGN-R
usando anticuerpos especificos para DC-SIGN (507(D)), DC-SIGN-R (604(L)) o

ambas moléculas (612(X)).
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A. HelLa-DC-SIGN
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Figura 5. Transfectantes de DC-SIGN y DC-SIGNR se unen a E2 de VHC. Se
permiti6 que células (A) Hela-DC-SIGN, (B) HelLa-DC-SIGNR y (C) Hela
parentales se unieran a perlas recubiertas con E2 de VHC que se prepararon por
conjugacion con un panel de mAb anti-E2. La adhesion se cuantificé por analisis
FACS y se bloqueé con manano (20 pg/ml), y se muestra un experimento

representativo de tres.

53



ES 2296 985 T3

100
80 -

60 A m DC-SIGN
40 - l DDC-SIGN-R

20

% Unién de Control

;> 2 2
S Y o 00 \QO 6‘6\

mAb
Figura 6. Efecto de mAb sobre la adhesion de E2 de VHC a DC-SIGN o DC-SIGN-
R. Se incubaron células Hela que expresaban DC-SIGN o DC-SIGN-R con mAb o
manano como se describe, y se afiadieron perlas de E2 conjugada con H53 a una
proporcion entre perla y célula de 20:1. La unién se cuantificé mediante

fluorescencia usando una maquina FACScan y los resultados se normalizaron
hasta los niveles de control (IgG2a)
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> PROGENICS PHARMACEUTICALS, INC

<120> USOS DE DC-SIGN Y DC-SIGNR PARA INHIBIR LA INFECCION POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS

C
<130> B5920 - CA/CS/PAM

<140> EP 02759107.2
<141> 26-06-2002

<150> 09/891, 894
<151> 26-06-2001

<160> 7
<170> Patenln version 3.1

<210>1
<211> 404
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Ser Asp Ser Lys Glu Pro Arg Leu €ln Gln
1 5 10

Glu Glu Gln Leu Arg Gly Leu Gly Phe Arg Gln
20 25

Ser Leu Ala Gly Cys Leu Gly His Gly Pro lLeu
35 4Q

Ser Phe Thr Leu leu Ala Gly Leu Leu Val Gln
50 55

Leu Gly Leu Leu Glu
15

Thr Arg Gly Tyr Lys
30

Val Leu Gln Leu Leu
q5

val Ser Lys Val Pro
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Leu Gln Ser Ser
305

Leu Asn Gln Glu

Pro Ser Phe Lys
340

Glu Giu Asp Cys
355

Cys Asn Leu Ala
370

Ser Arg Asp Glu
385

Pro Pro Pro Ala

<210>2

<211> 399

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (368) ... (368)

<223> Xaa = cualquier aminodacido

<400> 2

ES 2 296 985 T3

Arg Ser
310

Gly Thr

325

Gln Tyr

Ala Glu

Lys Phe

Glu Gln
390

Asn Arg

Trp Gln

Trp Asn

Phe Ser
360

Trp Ile
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Phe Leu

Phe

Trp
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Thr Trp Met
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Asn Gly Trp
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Trp

val
305

Arg

Gly

Arg

Ala

Asn
385

<210>3
<211> 3011
<212> PRT

His
290

Ile

Ser

Thr

Tyr

Glu

37¢

Tyxr

Asp

Lys

Asn

Trp

Trp

355

Phe

Trp

<213> Virus de la Hepatitis C

<400> 3

Met

Arg

Gly

Thr

Ile
65

Ser

Arg

Val

Arg

Pro

Thr

Pro

Tyr

35

Lys

Lys

Serxr

Thr

Arg

Gln

340

Asn

Ser

Ile

Asn

Gln

20

Leu

Thr

Ala

val

Ala

Phe

325

Trp

Serxr

Gly

Cys

Pro

Asp

Leu

Ser

Arg
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Thr

Glu

310

Ser

Val

Gly

Ser

Lys
390

Lys

Val

Pro

Glu

Arg
70

Ala

295

Glu

Trp

Asp

Glu

Gly

375

Lys

Pro

Lys

Arg

Arg

55

Pro

Cys

Gln

Met

Gly

Pro

360

Trp

Pro

Gln

Phe

Arg

40

Ser

Glu

Gln

Asn

Gly

Ser

345

Asn

Asn

Ala

Arg

Pro

25

Gly

Gln

Gly

Glu

Phe

Leu

330

Pro

Asn

Asp

Ala

Lys

10

Gly

Pro

Pro

Arg

Val

Leu

315

Ser

Leu

Serx

Asn

Cys
395

Thr

Gly

Arg

Arg

Thr
75

Arg

300

Gln

Asp

Ser

Gly

Arg

380

Phe

Lys

Gly

Leu

Gly

Trp

Ala

Leu

Leu

Pro

Asn

365

Cys

Arg

Arg

Gln

Gly

Arg

Ala

Gln

Gln

Asn

Ser

350

Glu

Asp

Asp

Asn

Ile

30

Val

Arg

Gln

Leu

Thr

Gln

335

Phe

Asp

val

Glu

Thr

15

Val

Axrg

Gln

Pro

Val

Ser

320

Glu

Gln

Xaa

Asp

Asn

Gly

Ala

Pro

Gly
80
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TYyr

Leu

Arg

Gly

Gly

145

Gly

Gln

Asn

Ala

Gln

Ser

Gln

Asn
305

Pro

Leu

Arg

Phe

130

Gly

Val

Leu

val

Ser

210

Cys

vVal

Leu

Ala

Leu

290

Cys

Met

Trp

Ser

Arg

115

Ala

aAla

Asn

Leu

Axg

195

Ser

Val

Thr

Arg

Leu

275

Phe

Ser

Pro

Pro
100

Ser

Asp

Ala

Tyr

Ala

180

Asn

Ile

Pro

Arg

260

Tyr

Thr

1le

Met

Arg

Arg

Leu

Arg

Ala

165

Leu

Ser

Val

Cys

Thr

245

His

Val

Phe

Tyr

Asn
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Tyr Gly Asn Glu Gly

Gly

Asn

Met

Ala

150

Thr

Leu

Ser

Tyr

vVal

230

Val

Ile

Gly

Ser

Pro

310

Trp

Ser

Leu

Gly

135

Leu

Gly

Ser

Gly

Glu

215

Arg

Ala

Asp

Asp

Pro

285

Gly

Ser

Axg

Gly

120

Tyr

Ala

Asn

Cys

Leu

200

Ala

Glu

Thx

Leu

Leu

280

Arg

His

Pro

Pro
105

Lys

Ile

His

Leu

Leu

185

Tyr

Ala

Gly

Arg

Leu

265

Cys

Arg

Ile

Thr

90

Ser

val

Pro

Gly

Pro

170

Thr

His

Asp

Asn

Asp

250

Val

Gly

His

Thr

Ala

Cys

Trp

Ile

Leu

Val

155

Gly

Val

val

Ala

Ala

235

Gly

Gly

Ser

Trp

Gly

315

Ala

Gly

Gly

Asp

Val

140

Arg

Cys

Pro

Thrx

Ile

220

Ser

Lys

Ser

Val

Thr

300

His

Leu

Pro

Thr

125

Gly

val

Ser

Ala

Asno

205

Leu

Arg

Leu

Ala

Phe

285

Thr

Arg

Val

Ala

Thr
110

Leu

Ala

Leu

Phe

Ser

190

Asp

His

Pro

Thr

270

Leu

Gln

Met

Val

Gly

95

Asp

Thr

Pro

Glu

Ser

175

Ala

Cys

Thr

TIp

Thr

255

Leu

val

Asp

Ala

Ala

Trp

Pro

Cys

Leu

Asp

160

Ile

Tyr

Pro

Pro

Val.

3G

Thr

Cys

Gly

Cys

Trp

320

Gln
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Leu

Trp

Ala

Thr

385

Gly

Asn

Leu

Ser

Phe

465

Asp

Val

Pro

Trp

Pro

545

Thr

Leu

Gly

Lys

376

His

Leu

Gly

Asn

Ser

450

Ala

Glu

Pro

val

Gly

530

Leu

Lys

Arg

val
355

Val

Val

Leu

Ser

Thr

435

Gly

Gln

Arg

Ala

Val

515

Ala

Gly

Val

Ile
340

Leu

Leu

Thr

Thr

Trp

420

Gly

Cys

Gly

Pro

Lys

500

val

Asn

Asn

Cys

325

Pro

Ala

val

Gly

Pro

405

His

Trp

Pro

Txp

Tyxr

485

Ser

Gly

Asp

Trp

Gly
56%

Gln

Gly

val

Gly

390

GCly

Ile

Leu

Glu

Gly

470

Cys

Val

Thr

Thr

Phe

550

Ala
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Ala

Ile

Leu

375

Ser

Ala

Asn

Ala

Arg

455

Pro

Trp

Cys

Thr

Asp

535

Gly

Pro

Ile

Ala
360

Leu

Ala

Lys

Ser

Gly

440

Leu

Ile

His

Gly

Asp

520

Val

Cys

Pro

Met

345

Tyr

Leu

Gly

Gln

Thr

425

Leu

Ala

Ser

Tyr

Pro

505

Arg

Phe

Thr

Cys

330

Asp

Phe

Phe

Arg

Asn

410

Ala

Fhe

Sex

Tyr

Pro

490

vVal

Sex

Val

Trp

Val
570

Met

Ser

Ala

Thr

385

Ile

Leu

Tyr

Cys

Ala

475

Pro

Tyr

Gly

Leu

Met

555

Ile

Ile

Met

Gly
380

Thr

Gln

Gln

Arg

460

Asn

Arg

Cys

Ala

Asn

540

Asn

Gly

Ala

Val

365

Val

Ala

Leu

Cys

His

445

Arg

Gly

Pro

Pro
525

Asn

Ser

Gly

350

Gly

Asp

Gly

Tle

Asn

430

Lys

Leu

Ser

Cys

Thr

S10

Thr

Thr

Val

335

Ala

Asn

Ala

Leu

Asn

415

Glu

Phe

Thr

Gly

Gly

495

Pro

Tyr

Arg

Gly

Gly
5%5

His

Trp

Glu

Val

400

Thr

Ser

Asn

Asp

Leu

480

Ile

Ser

Ser

Pro

Phe

560

Asn
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Asn

Thx

Val

Thr

625

Glu

Arg

Gln

Leu

val

705

Leu

Met

Ile

Leu

Gly

785

Leu

Thr

Tyr

Asp

610

Ile

Ala

Asp

val

Ile

690

Gly

Leu

Met

Leu

Val

730

Ala

Ala

Leu

Ser
595

Tyr

Phe

Ala

Arg

Leu

€75

His

Ser

Phe

Leu

Asn

755

Phe

val

Leu

Leu
580

Axrg

Pro

Lys

Cys

Ser

660

Pro

Leu

Ser

Leu

Leu

740

Ala

Phe

Tyr

Pro

Cys

Cys

Tyr

Asn

645

Glu

Cys

Ris

Ile

Leu

725

Ile

Ala

Cys

Ala

Gln
805
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Pro

Gly

Arg

Arg

630

Trp

Leu

Ser

Gln

Ala

710

Leu

Serx

Ser

Phe

Phe

790

Arg

Thr

Ser

Leu

615

Met

Thr

Ser

Phe

Asn

695

Ser

Rla

Gln

Leu

Ala

175

Tyr

Ala

Asp

Gly

600

Trp

Tyr

Arg

Pro

Thr

680

ile

Trp

Asp

Ala

Ala

160

Trp

Gly

Tyr

Cys

585

Pro

His

Val

Gly

Leu

665

Thx

Val

Ala

Ala

Glu

745

Gly

Tyr

Met

Alas

Phe

Trp

Tyr

Gly

Glu

650

Leu

Leu

Asp

1le

Arg

130

Ala

Thr

Leu

Trp

Leu
810

Arg

Ile

Pro

Gly

635

Arg

Leu

Pro

Val

Lys

718

Val

Ala

His

Lys

Pro

795

Asp

Lys

Thr

Cys
620

Val

Cys

Ser

Ala

Gln

700

Trp

Cys

leu

Gly

Gly

180

Leu

Thr

His

Pro

605

Thr

Glu

Asp

Thx

Leu

685

Tyr

Glu

Ser

Glu

Leu

765

Arg

Leu

Glu

Pro
530

Arg

lle

His

Leu

Thr

670

Ser

Leu

Tyr

Cys

Asn 1

750

Val

-

Leu

Val

Glu

Cys

Asn

Arg

Glu

655

Gln

Thx

Tyr

Val

Leu

735

Ser

Val

Leu

Ala
815

Ala

Met

Tyr

Leu

640

Asp

Trp

Gly

Gly

Val

720

Trp

Val

Phe

Pro

Leu

800

Ala
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Ser

Pro

Phe

Asn

865

Hisg

Gly

Val

Ala

Thr

945

PR

Ser

Cys

Glu

Arg

Leu

Cys

Tyr

Leu

850

Val

Pro

Pro

Arg

Cly

930

Gly

Asn

Arg

Gly

Ile

Gly

Tyrxr

835

Thr

Arg

Thr

Leu

vVal

915

Gly

Thr

Gly

Met

Asp
985

Leu Leu Gly Pro Ala

1010

Leu

Gly

820

Lys

arg

Gly

Leu

Trp

900

Gln

His

Tyr

Leu

Glu

880

Ile

val

Arg

Val

Gly

val

885

Ile

Gly

Tyr

Val

Arg

965

Thr

Ile

Val

Tyr

Glu

Arg

87¢

Phe

Leu

Leu

Val

Tyr

950

Asp

Lys

Asn
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Leu

Ile

Ala
855

Asp

Asp

Gln

Leu

Gln

835

Asn

Leu

Leu I

Gly

Val Gly Leu

Ser

840

Gln

Ala

Ile

aAla

Arg

920

Met

His

Ala

Leu Pro Val Ser ARla Arg Arg Gly Gln

1000

825

Trp

Val

Thr

Ser

205

Ile

Ala

Leu

Vai

Thr T

985

Cys

His

Ile

Lys

880

Leu

Cys

Ile

Thr

Ala
870

Met

Met

Val

Leu

875

Leu

Leu

Ala

-
=]
[

Pro
95%

Vai

Gly

Ala

Trp

Trp

860

Leu

Leu

Lys

Leu

Lys

940

Leu

Glu

Ala

Leu

Trp
845

Val

Met

Leu

val

Ala

925

Leu

Arg

Thr
830

Leu

Pro

Cys

Ala

Pro

810

Arg

Gly

Asp

Yo

Thr
890

1005

Leu

Gln

Pro

Val

Ile

885

Tyr

Lys

Ala

Trp

Jal

975

Ala

Ser

Tyr

Leu

Val

B8O

Fhe

Phe

Ile

Leu

Ala

260

Phe

Ala

Asp Gly Met Val Ser Lys Gly Trp

1015

1020

Leu Ala Pro Ile Thr Ala Tyr Ala Gin Gln Thr Arg Gly

1025

Leu

Gly Cys Ile Ile Thr

1040

1030

1035

Ser Leu Thr Gly Arg Asp Lys Asn

1045

1050
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Gln

Phe

Gly

Gln

Pro

Asp

Arg

Ser

Gly

val

Thr

val

Ser

Tyr

Phe

Arg

Val
1055

Leu
1070

Ala
1085

Met
1100

Gln
11158

Leu
1130

Arg
1145

Tyr
1160

His
1175

Ala
113G

Met
1205

Pro
1220

Gly
1235

Lys
1250

Gly
1265

Thr

Glu

Ala

Gly

Tyr

Gly

Tyr

Gly

Leu

Ala

Lys

Arg

Gln

Lys

val

Ala

Gly

Gly

Thr

Thr

Thr

Ser

Leu

Lys

Val

Ala

Ser

Ser

Leu

Tyr

val

Glu

Cys

Arg

Asn

Arg

Val

Ser

Gly

Gly

val

Pro

Phe

Thr

Val

Met

Arg
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Val

Ile

Thr

val

Ser

Thr

Arg

Ser

Leu

Asp

Val

Gln

Lys

Leu

Ser

Thr

Gln
1060

Asn
1075

Ile
1090

Rsp
1105

Leu
1120

Arg
1135

Gly
1150

Ser
1165

Phe
1180

Phe
1195

Phe
1210

val
1225

Val
1240

Asn
1255

Lys
1270

Ile

Ile

Ala

Gln

Thr

His

Ser

Gly

Arg

Ile

Thr

Ala

Pro

Pro

Ala

Thr

10

Val

Val

Serx

Asp

Pro

Ala

Leu

Gly

Ala

Pro

Asp

Ala

Ser

His

Thr

Ser

Cys

Pre

Leu

Cys

Asp

Leu

Pro

Ala

Val

Asn

Leu

Ala

val

Gly

Gly

Thr

Trp

Lys

Val

Thr

Val

Ser

Val

Glu

Ser

His

Tyr

Ala

Val

Ser

Ala
1085

Thr
1080

Gly
1085

Gly
1110

Cys
1125

Ile
1140

Pro
1155%

Leu
1170

Cys
1185

Bsn
1200

Ser
1215

aAla
1230

Ala
1245

Ala
1260

Asp
1275

Pro

Thr

Val

Pro

Tip

Gly

Pro

Arg

Cys

Thr

Leu

Pro

Pro

Ala

Thr

Pro

Ilie

Gln

Tyr

Val

Pro

Ser

vVal

Pro

Pro

Arg

Glu |

Pro

Thr

Gln

Leu

Asn

Thr

Thr

His

Ile

Ala

Ser

Arg

Ile

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly
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Ser

Ala

Thr

Ala

Ser

Thr

Val

Lys

Ala

Ser

Phe

Thr

Thr

Gly

Pro

1280

Thr
1295

Tyr
1310

Ser
1325

Gly
1340

Val
1355

Thr
1370

Ile
1385

Cys
1400

Val
1415

Gly
1430

Thr
1445

Gln
1460

Thr
1475

Arg
1430

Gly
1505

Tyr

Asp

Ile

Ala

Thr

Gly

Lys

Asp

Ala

Asp

Gly

Thr

Ther

Thr

Gluo

Gly

Ile

Leu

Arg

val

Glu

Gly

Glu

TYyY

val

Asp

Val

Leu

Gly

Arg

Lys

Ile

Gly

Leu

Ser

Ile

Gly

Leu

Tyr

Val

Phe

Asp

Pro

Arg

Pro
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Phe

Ile

Ile

val

His

Pro

Arg

Ala

Arg

Val

Asp

Phe

Gln

Gly

Ser

1285

Leu
1300

Cys
1315

Gly
1330

val
1345

Pro
1360

Phe
1375

His
13380

Ala
1405

Gly
1420

val
1435

Sexr
1450

Ser
14865

Asp
1480

Lys
1485

Gly
1510

Ala

Asp

Thr

Leu

Asn

Tyr

Leu

Lys

Leu

Ser

Yal

Len

Ala

Pro

Met

11

Asp

Glu

Val

Ala

Ile

Gly

Ile

Leu

Asp

Thr

Ile

Asp

Val

Gly

Phe

Gly

Cys

Leu

Thr

Glu

Lys

Val

Val

Asp

Asp

Pro

Ser

Ile

Asp

Gly

Ris

Asp

Ala

Glu

Ala

Cys

Ala

Ser

Ala

Cys

Thr

Arg

Tyr

Ser

1290

Cys
1305

Ser
1320

€ln
1335

Thr
1350

Val
1365

Ile
1380

His
1395

Leu
1410

Val
1425

Leu
1440

Asn
1455

Phe
147¢

Thr
1485%

Axg
1500

Serxr
1515

Ser

Thr

Ala

Pro

Pro

Ser

Gly

Ile

Met

Thr

Thr

Gln

Phe

Val

Gly

Asp

Glu

Pro

Leu

Leu

Lys

Ile

Pro

Thr

Cys

Ile

Arg

val

Leu

Gly

Ala

Thr

Gly

Ser

Glu

Lys

Asn

Thr

Gly

Val

Glu

Arg

Ala

Cys
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Glu

Glu

Pro

Gly

Ser

Cys

Lys

Leu

His

Glu

Ala

Gly

Glu

His

Lys

Cys
1520

Thr
1535

val
1550

Leu
1565

Gly
1580

Ala
1595

Cys
1610

Leu
1625

Pro
1640

val
1655

Leu
1670

Arg
1685

Val
1700

Leu
1715

Gln
1730

Tyr

Thz

Cys

Thr

Glu

Arg

Leu

Tyr

lle

val

Ala

ile

Leu

Pro

Lys

Asp

Val

Gln

His

Asn

Ala

Ile

Arg

Thr

Thr

ala

Val

Tyr

Ala

Ala

Arg

Asp

Ile

Phe

Gln

Arg

Leu

Lys

Serx

Tyr

Leu

Gln

Ile

Leu
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Gly Cys Ala Trp Tyr Glu

Leu

His

Asp

Pro

Ala

Leu

Gly

Tyr

Thr

Cys

Ser

Glu

Glu

Gly

1525

Arg
1540

Leu
1555

Ala
1570

Tyr
1585

Pro
1600

Lys
1615

Ala
1630

Ile
1645

Trp
1660

Leu
1675

Gly
1690

Phe
17Q5

Gln
1720

Leu
1735

Glu

His

Leu

Pro

Pro

Val

Met

Val

Ser

Lys

Asp

Gly

Leu

12

Tyr

Phe

Phe

Val

Pro

Thr

Gln

Thr

Leu

Thr

Pro

Glu

Met

Gln

Met

Trp

Leu

Ala

Ser

Leu

Asn

Cys

Val

Gly

Ala

Met

Met

Thr

Asn

Glu

Ser

Tyr

Trp

His

Giu

Met

Gly

Cys

Ile

Glu

Leu

Ala

Leu
1530

Thr
1545

Gly
1560

Gln
1575

Gln
1590

Asp
1605

Gly
1620

Val
1635

Ser
1650

Gly
1665

val
1680

Ile
1635

Glu
1710

Ala
1725

Ser
17490

Thr

Pro

Val

Thx

Ala

Gln

Pro

Thr

Ala

Val

Val

Pro

Cys

Glu

Arg

Pro

Gly

Phe

Lys

Thr

Met

Thr

Leu

Asp

Leu

Ile

Asp

Ser

Gln

Gin

Ala

Leu

Thr

Gln

Val

Trp

Pro

Thr

Leu

Ala

Val

Arg

Glin

Phe

Ala
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Glu

Val

Tyr

Ser

Gly

Gln

Leu

Val

Val

Val

Gly

Ser

Asp

Thr

vVal
1745

Phe
1760

Leu
1775

Leu
1760

Gln
1805

Leu
1820

Ala
1835

Asp
1850

Ala
1865

3 Véai

1880

Gly
1895

Glu
1910

Arg
1825

Ala
1940

Gln
13855

Ile

Trp

Ala

Met

Thr

Ala

Gly

Ile

Phe

Asn

Val

Gly

Gly

Ala

Thxr

Ala

Gly

ala

Leu

Ala

Ala

Leu

Lys

Leu

val

Ala

Asn

Ala

Leu
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Pro Ala Val Gln Thr Asn

Lys

Leu

Phe

Leu

Pro

Ala

Ala

Ile

weu

Cys

Val

His

Arg

Arg

His

Sex

Thr

Bhe

Gly

Ile

Gly

Met

Pro

Ala

Gln

val

Val

Arg

1750

Met
1765

Thr
1780

Ala
1795

Asn
1810

Ala
1825

Gly
1840

Tyx
1855

Ser
i870

Ala
1885

Ala
1900

Tr
1818

Ser
1930

Thr
1945

Leu
1960

Trp

Leu

Ala

Tle

Ala

Ser

Gly

ile

Ile

Met

Pro

Ala

His

13

Asn

Pro

Val

Leu

Thr

Val

Ala

Glu

Leu

Leu

Asn

Thye

Ile

Gln

Phe

Gly

Thx

Gly

Ala

Gly

Gly

val

Ser

Arg

Arg

Leu

Trp

Trp

Ile

Asn

Ser

Gly

Phe

Leu

Val

Pro

Pro

Arg

Leu

Tyr

Ser

Ile

Glin
1755

Ser
177D

Pro
1785

Pro
1800

Trp
1815

Val
1830

Gly
1845

Ala
1860

Ser
1875

Giy
1890

His
1805

Iie
1820

Val
1835

Sex
1950

Ser
1965

Lys

Gly

Ala

Leu

Val

Gly

Lys

Gly

Thr

Ala

Val

Ala

Pro

Leu

Ser

Leu

Ile

Ile

Thr

Ala

Ala

Val

RAla

Gla

Leu

Gly

Glu

Thr

Glu

Glu

Gln

Ala

Thr

Ala

Gly

Leu

Leu

Asp

Pro

Ala

Ser

Val

Cys
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Thr

Ile

Leu

Gly

Cys

Met

Thr

Pro

Glu

Gly

Pro

Ala

val

Pro

Ser

Ser

Thr
1970

Cys
1985

Met
2000

Tyr
2015

His
2030

Arg
2045

Phe
2060

Ala
2075

Tyr
2080

Met
2105

Glu
2120

Pro
2135

Gly
2150

Glu
2165

Bis
2180

Pro

Pro

Glu

Pro

Arg

Cys

lle

vVal

Thx

Phe

Pro

Leu

Pro

Ile

Pro

Cys

val

Gln

Gly

Gly

Val

Ile

Asn

Glu

Thr

Phe

Cys

His

Asp

Thr

Ser
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Ser Gly Ser
1975

Leu Ser Asp
1990

Leu Pro Gly
2005

val Trp Arg
2020

Ala Glu Ile
2035

Gly Pro Arxg
2050

Asn Ala Tyr
2065

Tyr Lys Phe
2080

Ile Arg Arg
2095

Asp Asn Leu
2110

Thr Glu Leu
2125

Lys Pro Leu
2140

Glu Tyr Pro
2155

val ala val
2170

Ala Glu Ala
2185

Met Ala Ser

Trp Leu Arg

Phe

Ile

Gly

Thr

Thr

Thr

Ala

val

Lys

Asp

Leu

Val

Leu

Ala

Ser

14

Lys

Pro

Asp

Gly

Cys

Leu

Gly

Cys

Gly

Arg

Gly

Thr

Gly

Ser

Thr

Phe

Gly

His

Arg

Gly

Trp

Asp

Pro

val

Glu

Serxr

Ser

Arg

Ala

Asp

Trp

val

Ile

Val

Asn

Pro

Arg

Phe

Cys

Arg

Glu

Met

Arg

Ser

Ile
1880

Leu
1395

Ser
2010

Met
2025

Lys
2040

Met
2055

Cys
2070

Val
2085

His
2100

Gln
2115

Leu
2130

Val
2145

Leu
2160

Leu
2175

Leu
21580

Gln

Trp

Lys

Cys

His

Asn

Trp

Thr

Ser

Tyxr

Ile

His

Ser

Pro

Thr

Ala

Leu

Asp

Ala

Gln

Thr

Gly

Ser

Pro

Ala

Val

Pro

Arg

Phe

Cys

Asp

Arg

Ser

Trp

Lys

Arg

Arg

Thr

Gly

Leu

Glu

Ser

Ser

Phe

Arg

Pro

Gly

Ala
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Pro

Ala

Gly

Asp

Ser

Ala

Glu

Cys

Lys

Leu

Gly

Serx

Pro

Ser

Cys

2195

Ser
2210

Glu
2225

Asn
2240

Ser
2255

val
2270

Leu
2285

Thr
2300

Pro
2315

Lys
2330

Ala
2345

Ile
2360

Gly
2375

Pro
2390

Trp
2405

Cys
2420

Leu

Leu

Ile

Phe

Pro

Pro

Trp

Leu

Arg

Glu

Thx

Cys

Leu

Ser

Ser

Lys

Ile

Thx

Asp

Ala

val

Pro

Thr

Leu

Gly

Pro

Glu

Thr

Met

Ala

Glu

Arg

Pro

Glu

Trp

Lys

Pro

Vval

Ala

Asp

Pro

Gly

Val

Ser
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Thr

Ala

Val

Leu

Ile

Ala

Pxo

Pro

val

Thr

Asn

Asp

Glu

Ser

Tyr

2200

Cys
2215

Asn
2230

Glu
2245

Val
2260

Leu
2275

Arg
2280

Asp
2305

Arg
2320

Leu
2335

Lys
2350

Thr
2365

Ser
2380

Pro
2395

Ser
2410

Ser
2425

Thr

Leu

Ser

Ala

Arg

Pro

Ser

Thr

Ser

Thr

Asp

Gly

Gly

Trp

15

Ala

Leu

Glu

Glu

Lys

Asp

Glu

Pro

Glu

Phe

Thr

val

Asp

Ala

Thr

Asn

Trp

Asn

Glu

Ser

Tyr

Pro

Pro

Ser

Gly

Ser

Glu

Pro

Asp

Gly

RBis

Arg

Lys

Asp

Arg

Asn

val

Thr

Ser

Ser

Ser

Asp

Thr

Ala

2205

Asp
2220

Gln
2235

val
2250

Glu
2265

Azg
2280

Pro
2285

Val
2310

Pro

2325

Leu
2340

Serx
2355

Glu
2370

Tyr
2385

Leu
2400

Glu
2415

Leua
2430

Ser

Glu

Val

Arg

Phe

Pro

Val

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

Asp

Val

Pro

Met

Ile

Glu

Ala

Leu

His

Pro

Thr

Thr

Ala

Ser

Asp

val

Thr

Asp

Gly

Leu

Val

Arg

Val

Gly

Arg

Ala

Ser

Pro

Met

Gly
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Cys

Ser

Ser

Val

Alz

Cys

Gly

Ile

Ile

Pro

Asp

Val

Gln

Lys

Phe

Ala
2435

Leu
2450

Ala
2465

Leu
2480

Ala
2495

Ser
2510

Ala
2525

Asn
25490

Asp
2555

Glu
2570

Leu

2585

Ser
2600

Tyrx
2615

Sar
2630

Asp
2645

Ala

Leu

Cys

Asp

Ser

Leu

Lys

Ser

Thr

Lys

Gly

Lys

Ser

Lys

Ser

Glu

Arg

Gln

Ser

Lys

Thr

Val

Thr

Gly

Val

Leu

Pro

Lys

Thr

Glu

Arg

His

val

Pro

Val

Trp

Ile

Gly

Arg

Pro

Gly

Thr

Val
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Gln

His

Gln

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

Met

Arg

val

Leu

Gln

Pro

Thr

Lys
2440

Asn
2455

Lys
2470

Gln
2485

Ala
2500

Ris
2515

Cys
2530

Asp
2545

Ala
2560

Lys
2575

Cys

2590

Ala
2605

Arg
2620

Met
2635

Glu
2650

Leu

Leu

Lys

Asp

Asn

Ser

His

Leu

Pro

Glu

Val

Val

Gly

Ser

16

Pro

val

vVal

Val

Leu

Ala

Alz

Leu

Asn

Ala

Lys

Met

Giu

Asp

Ile

Tyr

Thr

Leu

Leu

Lys

Arg

Glu

Glu

Arg

Met

Gly

Phe

Ser

Ile

Asn

Ser

Phe

Lys

Ser

Ser

Lys

Asp

val

Leu

Ala

Ser

Tyr

Arg

Ale
2445

Thr
2460

Asp
2475

Glu
2490

val
2505

Lys
2520

Ala
2535

Ser
2550

Phe
2565

Tle
2580

Leu

2595

Ser
2610

val
2625

Asp
2640

Thr
265%

Leu

Arg

Val

Glu

Phe

val

val

Cys

Val

Tyr

Tyr

Gln

Thr

Glu

Ser

Ser

Leu

Lys

Glu

Gly

Ala

Thr

Val

Phe

Asp

Gly

Ala

Arg

Glu

Asn

Arg

Gln

Ala

Ala

Tyx

His

Pro

Gln

Pro

Val

Phe

Trp

Cys

Ala
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Ile

Lys

Ser

Val

Ala

Leun

Val

Thy

Asp

His

Thr

Pro

Leu

Ile

Gly

Tyr
2660

Ser
2675

Arg
2690

Leu
2705

Arg
2720

Val
2738

Gin
2750

Arg
2765

Leu
2780

Asp
27585

Thr
2810

Val
2825

Trp
2840

Ala
2855

Ala
2870

Gln

Leu

Gly

Thr

Cys

Glu

Tyr

Gla

Gly

Pro

Asn

Ala

Arg

Cys

Cys

Thr

Glu

Thx

Ala

Gly

Asp

Ser

Leu

Ala

Lezu

Arg

Asp

Tyzr

Cys

Glu

Asn

Ser

Cys

Asp

Ala

Ala

Ile

Gly

Rla

Trp

Mek

Gln

Sex
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Asp

Arg

Cys

Cys

Arg

asp

Ala

Pro

Thr

Lys

Arg

Leu

1le

Leu

ile

Leu
2665

Leu
2680

Gly
2695

Gly
2710

Rla
2725

Leu
2740

Ser
2755

Pro
2710

Ser
2785

Arg
2800

ila
2815

Gly
2830

Leu
2845

Glu
2860

Glu
2875

Asp Pro Gla Ala

Tyr

Tyr

Asn

Ala

val

Leu

Gly

Cys

Val

Ala

Asn

Met

Gin

Pro

17

Val

Arg

Thr

Gly

Val

Arg

Asp

Ser

Tyr

Ile

Thr

ala

Leu

Gly Gly

Arg

Leu

Leu

Ile

Ala

Pro

Ser

Tyx

Glu

Ile

His

Leu

Cys

Thy

Gln

Cys

Fhe

Pro

Asn

Leu

Thr

Meg

Phe

Asn

Leu

Arg
2670

Pro
2685

Arg
2700

Cys
2715

Asp
2730

Glu
2745

Thr
2760

Gin
2775

Val
2790

Thr
2805

Ala
2820

Phe
2835

Phe
2850

Cys
2865

Pro
2880

Val

Leu

Rla

Tyr

Cys

Sex

Glu

Pro

Ser

Arg

aArg

Ala

Ser

Pro

Ala

Thr

Ser

Ile

Thy

Ala

Ala

Glu

Val

Asp

His

Pro

Val

ile

Ile

Ile

Asn

Gly

Lys

Met

Gly

Metl

Tyr

Ala

Pro

Thr

Thr

Leu

Tyr

Iie
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Gln Arg Leu His

2885

Pro Gly Glu Ile

2%00

val Pro Pro lLeu

2915

Ala Arg Leu Leu

2930

Tyr Leu Phe Asn

2945

Ile Ala Ala Ala

2960

Gly Tyr Ser Gly

2975

Pro Arg Trp Phe

2990

Gly Ile Tyr Leu

3005

<210> 4
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4

gcagaaagcg tctagecatg gegt

<210>5
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 5

ctcgcaagca ccctatcagg cagt

Gly

Asn

Arg

Ser

Trp

Gly

Gly

Trp

Leu
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Leu

Arg

Ala

Arg

Alz

Arg

Asp

Phe

Ser
2890

Val
2305

Trp
2920

Gly
2935

val
2950

Leu
2965

Ile
2880

Cys
2995

Asn
3010

Ala Phe Ser Leu

Ala

Arg

Gly

Arg

Asp

Pyr

Leu

Arg

18

Ala

His

Arg

Thr

Leu

Ris

Leu

Cys

Arg

Ala

Lys

Ser

Ser

Leu

Leu

Ala

Ala

Gly

Val

Leu

His
2895

Arg
2910

Brg
2925

Ille
2%40

Lys
2955

2870

Ser
2985

Ala
3000

Ser

Lys

Ser

Cys

Leuy

Phe

His

Ala

Tyx

Leu

Val

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly

Ser

Gly

Arg

Lys

Pro

Ala

Arg

val

24

24
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<210> 6
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 6

ggagagcceat agtggtctge ggaac

<210>7
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 7

gttgggtege gaaaggecett gtggt
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