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DESCRIPCION
Composiciones farmacéuticas de cd5 para el tratamiento de procesos infecciosos e inflamatorios de origen fungico.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion pertenece al campo de las infecciones flungicas. Se refiere especificamente a composiciones
farmacéuticas que comprenden el ectodominio de CD5 soluble para la prevencién y/o el tratamiento de infecciones
fungicas y/o septicemia fungica, ademas de trastornos inflamatorios de origen fungico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El reconocimiento de patégenos por el sistema inmunitario innato se basa en un numero limitado de receptores
codificado por la linea germinal fija que se han desarrollado para identificar estructuras microbianas conservadas tanto
no compartidas por el huésped como esenciales para su supervivencia, los llamados patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP) (1, 2). Ejemplos de PAMP son lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram-negativas, acido lipoteicoico
(LTA) y peptidoglicano (PGN) de bacterias Gram-positivas, lipoarabinomanano de micobacterias y B-glucanos y
mananos de hongos. Existen varias clases estructuralmente y funcionalmente diversas de receptores de reconocimiento
de patrones (PRR) que inducen diversas rutas de defensa del huésped. Los dominios de proteina implicados en el
reconocimiento de patrones incluyen, entre otros, el dominio de lectina de tipo C de lectinas de células dendriticas (DC),
la repeticion rica en leucina (LRR) de receptores similares a Toll (TLR) y el rico en cisteina de receptores depuradores
(SRCR) (2). El ultimo se describié por primer vez tras la clonacién del receptor depurador de macréfagos de clase A tipo
| de ratén (SR-AI) (3). La comparacion de secuencias con varias otras proteinas, tales como el receptor speract de erizo
marino, CD5 humana y de raton y factor | del complemento revelaron la existencia de un motivo conservado de 100
aminoacidos de longitud caracteristico de una nueva superfamilia de receptores de proteina, llamada SRCR-SF. Esta
familia esta actualmente compuesta por mas de 30 proteinas de la superficie celular y/o secretadas diferentes con
representantes en la mayoria de los filos animales, de invertebrados inferiores a mamiferos (4). Los miembros de
SRCR-SF se dividen en dos grupos: los miembros del grupo A contienen dominios SRCR compuestos por 6 cisteinas y
codificados por dos exones, mientras que aquellos del grupo B contienen 8 cisteinas y estan codificados por un unico
exon. Datos estructurales recientes indican, sin embargo, que tanto los dominios SRCR del grupo A como B comparten
un andamiaje similar (un nucleo central formado por dos hojas  antiparalelas y una hélice o), siendo observadas las
principales diferencias en los bucles de conexidon (5). Esta situacién recuerda la de otros modulos de proteina
satisfactorios del sistema inmunitario de cuya evolucion se ha establecido y construido una miriada de proteinas
diferentes (por ejemplo, dominio de inmunoglobulina). La versatilidad de estos dominios conservados se basa en el
hecho de que residuos clave que estabilizan la estructura del dominio se conservan mediante la evolucién, mientras que
otros pueden desarrollarse libremente (especialmente aquellos en los bucles externos), dando lugar a gran diversidad
funcional (6). Por consiguiente, a pesar de su alto grado de conservacion estructural y filogenética, no hay una funcion
unificadora informada para los dominios de SRCR. Algunos de ellos participan en interacciones proteina-proteina,
siendo los ejemplos mas bien estudiados la interaccién del receptor de linfocitos CD6 con CD166/ALCAM, una molécula
transmembrana de adhesién que pertenece a la superfamilia de Ig (7, 8), y la del receptor de macréfagos CD163/M130
con el complejo de hemoglobina-haptoglobina (9). Algunos miembros de SRCR-SF de tanto el grupo A (es decir, SR-
Al/ll, MARCO y SCARAS5) como B (es decir, DMBT1, Spa. y CD6) también son conocidos por interaccionar con PAMP
presentes sobre superficies bacterianas tales como LPS, LTA y PGN. Aunque estas interacciones se mapearon
inicialmente fuera del dominio de SRCR (10), pruebas recientes demuestran la participacion directa de dominios de
SRCR en ellas (11-14). Por tanto, queda por analizar si la depuracién de patégenos es o no una propiedad general
compartida por todos los miembros de SRCR-SF o solo por un grupo seleccionado de sus miembros.

Los receptores de tipo | transmembrana CD5 y CD6 son dos miembros del grupo B linfoide de SRCR-SF. Ambos
comparten importantes similitudes a nivel estructural y funcional y estan codificados por genes contiguos en la misma
region del cromosoma que se cree que se derivan de la duplicacion de un gen ancestral comun (15, 16). CD5 y CD6 se
expresan en timocitos de fases tempranas de su desarrollo, sobre linfocitos T periféricos maduros y en células B1a, un
pequefo subconjunto de linfocitos B maduros responsables de la produccién de anticuerpos naturales polirreactivos y
que se expande en ciertas enfermedades autoinmunitarias y en leucemias linfociticas cronicas de linfocitos B (17). Las
regiones extracelulares de tanto CD5 como CD6 estan compuestas exclusivamente de tres dominios de SRCR del
grupo B consecutivos, que muestran la amplia identidad de secuencias de aminoacidos (5). Las principales diferencias
entre CD5 y CD6 se encuentran en sus grandes regiones citoplasmicas, ambas de las cuales carecen de actividad
catalitica intrinseca, pero contienen varios motivos estructurales compatibles con una funcién en la transduccién de
sefiales (18, 19). A ese aspecto, CD5 y CD6 estan fisicamente asociados al complejo especifico para antigeno presente
en linfocitos T (TCR) y B (BCR) (20, 21) y se co-localizan con él en el centro de la sinapsis inmunoldgica (21, 22). Por
tanto, CD5 y CD6 estan bien posicionados para modular tanto positivamente como negativamente la activacion y
diferenciacion de sefiales generadas por el receptor especifico para antigeno (22-26) por rutas de sefializacion todavia
incompletamente entendidas y complejas (23, 27-29). Esto se alcanza probablemente mediante el engranaje de los
ectodominios de CD5 y CD6 por diferentes contra-receptores de la superficie celular. Aunque esta bien establecido que
CD6 se une a CD166/ALCAM (30), todavia hace falta un ligando de CD5 fiable (31-35). De forma interesante, CD5 y
CD6 parecen diferenciarse en los residuos criticos para unirse a CD166/ALCAM (36).

Axtell y col., J. Immunol. (2004) 173: 2928 - 2932, investigan la funcion de CD5 en encefalomielitis autoinmune
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experimental (EAE) en ratones y muestran que puede promoverse la recuperacion de EAE usando CD5-Fc murino
soluble.

En un estudio previo se exploraron las capacidades de unién bacterianas de los ectodominios de CD5 y CD6, ambos
conocidos por también existir como formas solubles que circulan en suero (37, 38). Los datos informados indicaron que
tanto las formas solubles como de membrana de CDG6, pero no de CD5, se unen a la superficie de bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas mediante el reconocimiento de PAMP especificos (concretamente LPS y LTA,
respectivamente) (39).

Otros estudios han mostrado que aquellas células, tanto linfocitos T como linfocitos B, que expresan receptor de CD5 en
la superficie tienen la capacidad de reconocer y afectar, a un mayor o menor grado, el desarrollo normal de C.
neoformans 'y C. albicans (48, 49).

Sin embargo, no se ha descrito ni sugerido el mecanismo por el que este receptor reconoce o tiene la afinidad por
células fungicas.

Ahora, los autores de la presente invencion han extendido esos estudios al analisis del reconocimiento y propiedades de
unién de CD5 y CD6 a estructuras fungicas y han mostrado que, en comparacioén con CD6, el ectodominio de CD5 es
muy apto para el reconocimiento de componentes conservados sobre superficies celulares fungicas, que muestra por
primera vez que dicha region extracelular aislada del receptor de CD5 puede proporcionar por si misma profilaxis in vivo
contra una infeccidn fungica general, no solo contra C. neoformans 'y C. albicans.

Los autores han mostrado que las células fungicas son especificamente reconocidas, unidas y agregadas por formas
solubles del ectodominio de CD5. Esto se hace mediante el reconocimiento de B-glucanos, un componente estructural
conservado de paredes celulares fungicas, por el ectodominio de CD5 soluble.

Ademas, los autores de la presente invencién han encontrado sorprendentemente que los ectodominios de CD5
solubles tiene un efecto protector en el modelo de ratén de sindrome similar a choque séptico inducido por zymosan.

Estos resultados respaldan la utilidad terapéutica de la infusién de ectodominio de CD5 humana soluble para el
tratamiento de sindrome de choque séptico u otros procesos inflamatorios de origen fungico.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1. Interaccion del ectodominio de CD5 con células flungicas completas.

(A) Deteccion de proteinas CD5 y CD6 solubles recombinantes marcadas con biotina unida (rshCD5-b y rshCD6-b) para
células fungicas comensales (S. 2pombe) 0 patogenas (C. albicans, C. neoformans) por transferencia Western (B) Union
dependiente de la dosis y de Ca“* de rshCD5 marcada con biotina a C. albicans (C) Deteccion de la unién de rshCD5 o
rshCD6 marcadas con biotina a E. coli o S. aureus (D) Deteccion de ectodominios de CD5 individuales unidos (U) y sin
unir (SU) (CD5.DI, CD5.DIl o CD5.DIIl) para C. albicans y C. neoformans.

Figura 2. Induccién de agregacion de células fungicas por rshCD5.

Suspensiones de células de C. albicans marcadas con FITC con albumina de suero bovino (BSA), rshCD5 y rshCD6
tanto solas (panel superior e intermedio) como en presencia de cantidades en exceso de zymosan o B-glucano o
manano (panel inferior).

Figura 3: Union de rshCD5 a zymosan pero no a constituyentes de la pared celular bacteriana.

(A) Placas de ELISA recubiertas con BSA, zymosan (ZYM), LPS, PGN o LTA se incubaron con cantidades crecientes de
rshCD5 marcada con biotina. (B) Placas de ELISA recubiertas con BSA, ZYM, LPS, PGN o LTA se incubaron con
rshCD6.

Figura 4. La union de rshCD5 a tanto zymosan como a células fungicas completas es competida por p-glucanos.

(A) La union de rshCD5 y rshCD6 marcadas con biotina a placas de ELISA recubiertas con zymosan compitio en
presencia de cantidades crecientes de B-D-glucanos, zymosan, manano o BSA. (B) La unién de rshCD5 marcada con
biotina a suspensiones de células de C. albicans o C. neoformans compitié en presencia de cantidades crecientes de
zymosan, -D-glucano, glucano, $-1,3-glucano o manano.

Figura 5: Zymosan marcado con FITC se une a CD5 de membrana.

(A) Cantidades crecientes de zymosan marcado con FITC se incubaron con células Jurkat 2G5 deficientes en CD5 y
CD6 tanto sin transfectar (histograma superior) como transfectadas (histograma inferior) para expresar el receptor de
CD5 de membrana natural (2G5-CD5.WT) (B) Transfectantes 2G5 de Jurkat que expresan el receptor de CD5 de
membrana natural (2G5-CD5.WT) se tifieron con zymosan marcado con FITC en presencia de cantidades elevadas de
zymosan (arriba), B-D-glucano (intermedio) y manano (abajo).
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Figura 6. Zymosan induce la activacion de la cascada de MAPK mediada por CD5 y la liberacién de citocinas.

(A) Células Jurkat 2G5 que expresan formas naturales (2G5-CD5.WT) o truncadas en la cola citoplasmica (2G5-CD5-
K384ST°P) de CD5 se pulsaron con zymosan y se analizaron por transferencia Western con antisuero de conejo
policlonal anti-ERK1/2 fosforilado (pERK1/2), de ratén monoclonal anti-MEK fosforilado (pMEK) y de conejo policlonal
anti-cdk4 como control de carga. (B) Liberacion de IL-8 inducida por zymosan de células HEK 293 o células HEK 293-
TLR2 que exgresan transitoriamente formas CD5 de la membrana natural (CD5.WT) o truncadas en la cola citopldsmica
(CD5.K384°™F). (€) Analisis de transferencia Western de la expresion de CD5 en muestras de células del experimento
mostrado en (B).

Figura 7. El pre-tratamiento con rshCD5 protege de sindrome similar a choque séptico inducido por zymosan en
ratones.

(A) La puntuacién de toxicidad de ratones CD1 se distribuy6 en los grupos: BSA, ratones infundidos con BSA (25 ug;
i.p.) sola; BSA + ZYM, ratones pre-tratados con BSA (25 ug; i.p.) antes de la infusién con zymosan (500 mg/kg; i.p.);
rshCD5 + ZYM, ratones pre-tratados con rshCD5 (25 ug; i.p.) antes de la infusidon con zymosan (500 mg/kg; i.p.). (B)
Recuento de leucocitos total en exudados peritoneales 18 h después de la administracién de zymosan de animales del
mismo grupo que en A. N=20 para cada uno grupo. (C) Niveles en suero de IL-6 (izquierda) y IL-1p (derecha) 18 h
después de la administracién de zymosan de los animales del mismo grupo que en A. N=15 para cada grupo. (D)
Actividad de mieloperoxidasa (MPO) (mU/mg de tejido humedo) 18 h después de la administracién de zymosan en el
higado de animales del mismo grupo que en A. N=3 para cada grupo. (E) Curvas de supervivencia de ratones de los
mismos grupos que en A. N=25 por grupo.

OBJETIVO DE LA INVENCION

Es un objeto de la invencién una composicion farmacéutica que comprenda el ectodominio soluble del receptor de
linfocitos de CD5 y al menos un excipiente farmacéutico para su uso en un procedimiento de prevencion y/o tratamiento
de infeccidon fungica y/o septicemia fangica y/o cualquier trastorno inflamatorio desencadenado por componentes
fangicos.

También se describe el uso del ectodominio de CD5 soluble para la unién y/o reconocimiento de B-glucano fungico.

También se describe el uso del ectodominio de CD5 soluble para agregar células fungicas y/o componentes de la pared
celular fungica ricos en B-glucano.

Finalmente, también es un objetivo de la invencion el uso del ectodominio de CD5 soluble para la fabricacion de un
medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de infeccion fungica y/o septicemia fungica y/o cualquier trastorno
inflamatorio relacionado con ella.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencién han mostrado que el ectodominio de CD5 soluble se une a y agrega células
fungicas mediante el reconocimiento de componentes conservados sobre superficies celulares fungicas, concretamente
B-glucanos.

Por tanto, en un primer aspecto, la invencioén se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende formas solubles
de tanto el ectodominio de CD5 completo como partes del mismo y al menos un excipiente farmacéutico tal como
glicerol, sacarosa, etc., para su uso en un procedimiento de prevencion y/o tratamiento de infeccion fungica y/o
septicemia fungica y/o cualquier trastorno inflamatorio desencadenado por componentes fungicos.

Un ectodominio es la parte de una proteina de membrana que se extiende en el espacio extracelular (el espacio fuera
de una célula). La region extracelular de CD5 esta compuesta por tres dominios SRCR del grupo B consecutivos
(CD5.DI, CD5.DIl y CD5.DIII). Los tres ectodominios SRCR individuales de CD5 retuvieron la capacidad de interaccionar
con superficies celulares fungicas. Por tanto, en el contexto de la presente invencion, el “ectodominio de CD5 soluble”
se considera que es tanto de dominios CD5.DI, CD5.DIl y CD5.DIlIl como combinaciones que incluyen cualquiera de
ellos.

Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon pueden administrarse por infusidon o inyeccion por via sistémica,
preferentemente intravenosamente o intraperitonealmente. En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica
del ectodominio de CD5 soluble esta en forma inyectable.

La infusion del ectodominio de CD5 soluble es beneficiosa para la prevencién y/o tratamiento de infeccion fungica y/o
septicemia de origen fungico. Ademas, el ectodominio de CD5 soluble también es util para la prevencion y/o tratamiento
de procesos inflamatorios desencadenados por componentes fungicos, aun cuando no tenga lugar una infeccion clinica
activa (o septicemia). Los componentes de la pared fungica desencadenan reacciones inflamatorias,
independientemente de si progresa o no la infeccién clinica, y, en esos casos, el ectodominio de CD5 soluble también
puede ser eficaz debido a que actla previniendo sus efectos inflamatorios.
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Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere a la composicion farmacéutica del ectodominio de CD5 soluble para la
prevencion y/o tratamiento de infeccion fungica y/o septicemia y/o cualquier trastorno inflamatorio relacionado con ella,
tal como SIRS o sindrome de respuesta inflamatoria sistémica; serositis aséptica, etc.

La infeccidn y/o septicemia y/o el trastorno inflamatorio se produce por especies fungicas saprofiticas y no saprofiticas.
En una realizacién particular, las especies fungicas son Candida albicans o Criptococcus neoformans.

También se describe el uso del ectodominio de CD5 soluble para la unién y/o reconocimiento de p-glucanos.
La unioén del ectodominio de CD5 soluble es dependiente de la dosis y saturable, y se facilita enormemente por ca®.

También se describe el uso del ectodominio de CD5 soluble para agregar células fungicas y/o componentes de la pared
celular fungica rica en B-glucano de varias especies fungicas (tanto saprofiticas como patdégenas).

El hecho de que el ectodominio de CD5 soluble no solo se una, sino que también agregue, a células fungicas es de
relevancia ya que la agregacion es una estrategia comun usada por componentes del sistema inmunitario innato para
dificultar la diseminacién de patégenos y para facilitar la eliminacion de patégenos por fagocitos.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del ectodominio de CD5 soluble para la fabricacién de un medicamento
para la prevencién y/o tratamiento de infeccion flngica y/o septicemia y/o cualquier trastorno inflamatorio
desencadenado por componentes fungicos.

La infeccion y/o septicemia y/o el trastorno inflamatorio se produce por especies de células fluingicas saprofiticas y no
saprofiticas. En una realizacion particular, estas especies fungicas son Candida albicans o Criptococcus neoformans.

Previamente se ha descrito la generacion de ectodominios DIl de CD5 humana solubles recombinantes (rshCD5.DIll)

(5).

Ahora, los autores de la presente invencidon han desarrollado nuevos cebadores para la generaciéon de construcciones
de expresion para los ectodominios DI y DIl de CD5 humana solubles recombinantes (rshCD5.DI y rshCD5.DIl). Los
oligonucledtidos para la amplificacion del ectodominio DI de rshCD5 son SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2, y los
oligonucleétidos para la amplificacion de DIl de rshCD5 son SEQ ID NO 3y SEQ ID NO 4.

Por tanto, otro aspecto descrito aqui se refiere a un procedimiento para obtener un ectodominio DI de CD5 humana
soluble recombinante (rshCD5.DI), que comprende:

a) Amplificacion por PCR del ectodominio DI usando los cebadores de secuencias SEQ ID NO 1y SEQ ID NO
2,

b) Clonacion del fragmento amplificado en un vector de expresion, y

c) Expresion y purificacion del ectodominio DI de CD5 recombinante humana soluble.
El fragmento amplificado puede clonarse en el vector pCEP-Pu apropiadamente digerido (Kohfeldt y col., 1997).
La expresion del ectodominio DI de CD5 recombinante humana soluble puede hacerse en células HEK 293-EBNA.

Finalmente, otro aspecto descrito aqui se refiere a un procedimiento para obtener un ectodominio DIl de CD5 soluble
recombinante que comprende:

a) Amplificacion por PCR del ectodominio DIl usando los cebadores de secuencias SEQ ID NO 3y SEQ ID NO
4.

b) Clonacion del fragmento amplificado en un vector de expresion, y
c) Expresion y purificacion del ectodominio DIl de CD5 recombinante.
El fragmento amplificado puede clonarse en el vector pCEP-Pu apropiadamente digerido.

En otra realizacién preferida, la expresion del ectodominio DIl de CD5 recombinante humana soluble es en células HEK
293-EBNA.

Los siguientes ejemplos a modo de ilustracién y no limitacion definen adicionalmente la presente invencion:
EJEMPLOS
Ejemplo 1: Los ectodominios SRCR de CD5 humana se unen a suspensiones de células fingicas completas

En un esfuerzo por extender adicionalmente los estudios de las propiedades de uniéon microbianas de los ectodominios
de receptores de linfocitos de CD5 y CD6 humanas (39), los autores de la presente invencion realizaron ensayos de
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union de proteinas directos a hongos. Para esto, una cantidad fija (15 ug) de preparaciones marcadas con biotina de
proteinas solubles recombinantes purificadas por aflnldad que engloban los tres ectodominios SRCR de CD5 humana
(rshCD5) o CD6 humana (rshCD6) se incubaron con 10® células de S. pombe, C. albicans o C. neoformans durante la
noche a 4 °C. Previamente se ha mostrado que estas proteinas rshCD5 y rshCD6 son indistinguibles (en masa
molecular aparente, reactividad del anticuerpo y propiedades de unién a célula) de formas en circulacion equivalentes
presentes en suero humano normal (33, 39). Después de amplios lavados, la unién de proteina se solubiliz6 con tampdn
de muestra Laemmli y se ejecutd sobre geles de SDS/PAGE vy posterior transferencia Western contra estreptavidina
marcada con peroxidasa de rabano picante (HRP-SAv) y posterior revelado por quimioluminiscencia. Los resultados
mostraron que rshCD5 se une a las especies de células fungicas saprofiticas (S. pombe) y patégenas (C. albicans, C.
neoformans) probadas, mientras que rsCD6 se une solo a las saprofiticas (Fig. 1A). La uniéon de diferentes cantidades
(de 1 a 20 ug) de rshCD5 marcada con biotina a C. albicans se analizé como en la Fig. 1A. También se muestra la union
de 20 pg de rshCD5 marcada con biotina en presencia de EDTA 5 mM La unién de rshCD5 se mostré que era
dependiente de la dosis y saturable, y se facilit6 enormemente por Ca® , ya que la unién reducida se observo tras la
adicion de EDTA (Fig. 1 B). Cuando las mismas preparaciones de protelna se probaron para la unién a 10® bacterias
Gram-negativas (E. coli) o Gram-positivas (S. aureus), se observo tanto poca como ninguna unién a rshCD5 (Fig. 1 C)
segun datos previamente informados (39). Esto indica que, a diferencia de CD6, la region extracelular de CD5 es muy
apta para el reconocimiento de estructuras de paredes celulares fungicas, pero no bacterianas.

Con el fin de identificar cual de los tres dominios de SRCR (CD5.DI, CD5.DIl y CD5.DIIl) de la regién extracelular de
CD5 participd en la unidon fungica de otros ensayos de unién de células fungicas completas, sobrenadantes de cultivo
celular de transfectantes de HEK 293-EBNA que expresan dominios de SRCR solubles individuales de rshCD5 se
incubaron con 10® C. albicans o C. neoformans durante la noche a 4 °C. La proteina sin unir (SU) se eliminé por lavado
y precipitdé con 10% de acido tricloroacético (TCA). Las proteinas precipitables por TCA y unidas a célula (B) se
sometieron a electroforesis en geles de SDS-PAGE y se analizaron por transferencia Western con un antisuero
policlonal de conejo anti-CD5 mas antisuero anti-conejo de oveja marcado con HRP, y posterior revelado por
quimioluminiscencia. Como se ilustra por la Fig. 1D, los tres ectodominios SRCR individuales de CD5 retuvieron la
capacidad para interaccionar con superficies celulares fungicas. Esto indica que un motivo estructural conservado
compartido por los tres ectodominios SRCR de CD5 es responsable de la depuracién fungica.

Ejemplo 2: Induccion de la agregacion de células fingicas por el ectodominio de CD5 soluble

Con el fin de investigar si la existencia de mdltiples sitios de unién sobre el ectodominio de CD5 humana conduciria o no
a agregacion fungica, suspensiones de células de C. albicans marcadas con FITC se incubaron durante la noche a 4 °C
con 5 6 10 yg de proteinas sin marcar solubles (BSA, rshCD5 y rshCD6) y luego se analizaron por microscopia de
epifluorescencia. Bajo estas condiciones, rshCD5 indujo la agregacion de células fungicas dependiente de la dosis,
mientras que ni rsCD6 ni BSA pudieron inducir un fenomeno tal (Fig. 2, panel superior e intermedio). Los mismos
resultados también se observaron cuando se ensayaron células fungicas de C. neoformans. De forma interesante, la
agregacion de células fungicas inducida por rshCD5 se redujo significativamente cuando los ensayos se realizaron en
presencia de cantidades en exceso (20 ug) de zymosan (de S. cerevisiae) o B-glucano (de cebada), pero no de manano
(de S. cerevisiae) (Fig. 2, panel inferior). Esto mostré que la unién a y agregacion de células fungicas por rshCD5 es
especifica y es probable que esté mediada por el reconocimiento de componentes especificos de la pared celular
fungica tales como B-glucanos.

Ejemplo 3: Unién directa del ectodominio de CD5 soluble a componentes conservados de paredes celulares
fungicas, pero no bacterianas

Para confirmar y caracterizar adicionalmente las capacidades de union fungicas del ectodominio de CD5 humana
soluble se evalu6 su union directa a preparaciones de paredes celulares fungicas purificadas. Para esto, placas de
ELISA de 96 pocillos recubiertas con BSA, zymosan, LPS, PGN o LTA se incubaron con cantidades crecientes (de 0,01
a 2 pg) de rshCD5 marcada con biotina. La proteina unida se detectd mediante la adicion de HRP-SAv y posterior
revelado con sustrato liquido de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina. La absorbancia se leyé a 450 nm. Segun los experimentos
de unién a células fungicas y bacterianas representados en la Fig. 1, rshCD5 marcada con biotina se unidé a placas
recubiertas con zymosan (S. cerevisiae) en un modo dependiente de la dosis (Fig. 3A, superior), pero no a placas
recubiertas con LPS, LTA o PGN (Fig. 3A, inferior). En ensayos paralelos, rshCD6 marcada con biotina se unié a placas
recubiertas con LPS, LTA o PGN de un modo dependiente de la dosis (Fig. 3B, inferior), como era de esperar (39). Se
observd dependencia de la dosis similar para rshCD6 a placas recubiertas con zymosan, aunque los valores de
absorbancia fueron siempre inferiores a los obtenidos para rshCD5 (Fig. 3B y 3A, superior). Esto refuerza la declaracion
anteriormente mencionada sobre la idoneidad del ectodominio de CD5 humana para depurar constituyentes de la pared
celular fungica, pero no bacteriana, en comparacién con el ectodominio de CD6 humana.

Se realizaron otros ensayos de ELISA de competencia para determinar la especificidad del componente de la pared
celular fungica responsable de la interaccion con el ectodominio de CD5 humana. Para esto, una cantidad fija (2 ug) de
rshCD5 y rshCD6 marcadas con biotina se incubd con placas de ELISA recubiertas con zymosan en presencia o
ausencia de cantidades crecientes (de 0,01 a 20 yg) de competidores sin marcar s (B-D-glucano, zymosan, manano o
BSA). La proteina unida se detectdé mediante la adicion de HRP-SAv y posterior revelado con sustrato liquido de
3,3',5,5'-tetrametilbencidina. La absorbancia se leyé a 450 nm. Segun los resultados de agregacion fungica mostrados
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en la Fig. 2 izquierda, B-D-glucano y zymosan, pero no manano, pudieron competir con la unién de rshCD5 marcada con
biotina a zymosan de un modo dependiente de la dosis (Fig. 4A, izquierda). Por el contrario, cuando se realizaron los
mismos ensayos con rshCD6 marcada con biotina, solo zymosan pudo competir por la unién (Fig. 4A, derecha).

A continuacion se analizé la capacidad de diferentes preparaciones que contienen B-glucano para competir por la unién
del ectodominio de CD5 humana a estructuras de la pared celular fungica. Para esto, la unién de una cantidad fija de
rshCD5 marcada con biotina (15 pg) a células fungicas completas compitié con concentraciones crecientes de -glucano
purificado de cebada, B-1,3-glucano purificado de Euglena gracilis y glucano de S. cerevisiae, ademas de con zymosan
0 manano (ambos de S. cerevisiae) usados como controles positivos y negativos, respectivamente. Después de amplios
lavados, la proteina unida se solubilizé y se ejecutd sobre SDS-PAGE. La detecciéon de rshCD5 marcada con biotina se
realizé por transferencia Western usando HRP-SAv y posterior revelado por quimioluminiscencia. Como se ilustra por la
Fig. 4B, todas las preparaciones de glucano usadas compitieron por la unién de rshCD5 marcada con biotina a tanto
suspensiones de células de C .albicans como de C. neoformans de un modo dependiente de la dosis. Estos resultados
mostraron que la interaccion del ectodominio de CD5 humana con hongos esta probablemente mediada por el -1,3-
glucano de reconocimiento, un constituyente altamente conservado y abundante de paredes celulares fungicas.

Ejemplo 4: Zymosan se une a CD5 unida a membrana e induce activacion mediada por CD5 de la cascada de
MAPK

Los autores cuestionaron a continuacion si la forma unida a membrana del receptor de CD5 humana también podia o no
interaccionar con constituyentes de la pared celular fungica. Para esto, se investigd la uniéon de cantidades crecientes de
zymosan marcado con FITC tanto a células 2G5 sin transfectar como transfectadas con CD5, un derivado de células de
Jurkat seleccionado para la deficiente expresién de tanto receptores de CD5 como de CD6 (40). Se incubaron
cantidades crecientes (de 1 a 30 ug) de zymosan marcado con FITC con células Jurkat 2G5 tanto sin transfectar como
transfectadas para expresar el receptor de CD5 membrana natural (2G5-CD5.WT). La intensidad de fluorescencia de
células tefidas se analizé por citometria de flujo. Como se muestra en la Fig. 5A, la intensidad de fluorescencia de
células 2G5 que expresan establemente la forma unida a membrana natural de CD5 (2G5-CD5.WT) fue mayor en
comparacion con las células 2G5 sin transfectar. La posterior confirmacion de los resultados se obtuvo de experimentos
de unién por competencia en transfectantes estables 2G5-CD5.WT, en los que una cantidad fija de zymosan marcado
con FITC (15 pg) compitié con concentraciones crecientes (de 1 a 30 pg) de zymosan sin marcar (S. cerevisiae), p-D-
glucano (cebada) y manano (S. cerevisiae). La intensidad de fluorescencia de células tefiidas se analizd por citometria
de flujo. Como se muestra en la Fig. 5B, tanto B-glucano como zymosan, pero no manano, pudieron competir por la
union de zymosan marcado con FITC de un modo dependiente de la dosis. Estos resultados son confirmatorios de
aquellos obtenidos para rshCD5 y muestran que células que expresan CD5 podrian detectar la presencia de
constituyentes de la pared celular fungica conservados.

Otras pruebas de la uniéon de zymosan a la forma unida a la membrana de CD5 se obtuvieron de la activacién de
miembros de la cascada de sefializacion de MAPK en transfectantes 2G5 estables que expresan tanto formas de CD5
naturales (2G5-CDS.WT) como truncadas en la cola citoplasmica (2G5-CD5.K384S‘°") (41). Para esto, 2x10° células 2G5
tanto sin transfectar como transfectadas se pulsaron durante tiempos diferentes (de 0 a 30 min) con 40 pg/ml de
zymosan a 37 °C. Posteriormente, las muestras de lisado celular se sometieron a electroforesis en SDS-PAGE y se
analizaron por transferencia Western con antisuero de conejo policlonal anti-ERK1/2 fosforilado (pERK1/2), de ratéon
monoclonal anti-MEK fosforilado (pMEK) y de conejo policlonal anti-cdk4, el ultimo usado como control de carga.
Después de amplios lavados, la membrana se reveld por quimioluminiscencia con antisueros de oveja dirigidos contra Ig
de conejo o ratén marcada con HRP, respectivamente. Como se muestra en la Fig. 6A, la exposicién a zymosan indujo
una fosforilacion dependiente del tiempo de tanto MEK como ERK1/2 en células 2G5-CD5.WT, pero no en las células
2G5 sin transfectar parentales. De forma interesante, la fosforilacion inducida por zymosan de tanto MEK como ERK1/2
no se observo en transfectantes 2G5-CD5.K384°°° (Fig. 6A, derecha), que expresan una forma de CD5 truncada en la
cola citoplasmica carente de la mayoria de los 88 aminoacidos del extremo C (41). Esto indica que la activacién de la
cascada de MAPK por zymosan en células 2G5 depende de la expresion de CD5, ademas de la integridad de su
dominio citoplasmico.

Ejemplo 5: Zymosan induce la liberacion de citocinas mediada por CD5

En un intento por explorar adicionalmente las consecuencias bioldgicas de la unidén de constituyentes de la pared celular
fungica a CD5 unida a membrana, los autores decidieron analizar posteriores fendmenos de liberacion de citocinas.
Desafortunadamente, la estimulacion de células 2G5 tanto parentales como establemente transfectadas no produjo
liberacion de citocinas significativa en diferentes momentos de tiempo. Esta insensibilidad se observo no solo tras la
exposicion a altas concentraciones de zymosan, sino también a potentes estimulos especificos para linfocitos T tal
como combinaciones de mAb anti-CD3 y anti-CD28, indicando asi la probable existencia de un bloqueo de la liberacion
de citocinas en células 2G5.

En vista de estas observaciones, la forma unida a membrana de CD5 se expreso en un sistema de células de mamifero
no linfoides, las células 293 de rifion embrionario humano (HEK). Tanto las células HEK 293 parentales como un
transfectante de células HEK 293 que expresa establemente TLR2, un receptor muy conocido para zymosan, se
transfectaron transitoriamente para la expresion de las formas naturales (CD5.WT) y truncadas en la cola citopldsmica
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(CDS.K384°) de CD5 humana. Entonces, las células se sometieron a exposicion a zymosan (20 pg/ml) durante 24 hy
la concentracion de IL-8 se midié en sobrenadantes de cultivo celular (100 ul) por ELISA. Como se muestra en la Fig.
6B, se observé significativa liberacion de IL-8 para células HEK 293 que expresan CD5.WT en comparacion con tanto
células sin transfectar como células que expresan la molécula de CD5.K384" truncada. De forma interesante, los
niveles de IL-8 detectados para células HEK 293 que expresan CD5.WT fueron similares a aquellos observados para
transfectantes que expresan TLR2, usados como control positivo. Ademas, la co-expresion de CD5.WT y TLR2 no
produjo ni efectos aditivos ni sinérgicos tras la exposicion a zymosan. Tomados conjuntamente, estos resultados indican
que la forma unida a la membrana de CD5 puede detectar la presencia de constituyentes de la pared celular fungica y
esto inicia una cascada de sefializacion independiente que produce la liberacion de citocinas.

Ejemplo 6: La infusién del ectodominio de CD5 soluble protege de sindrome similar al choque séptico inducido
por zymosan en ratones

La posterior validacion in vivo de la union del ectodominio de CD5 a constituyentes de la pared celular fungica se obtuvo
a partir del modelo de ratén de sindrome similar a choque séptico inducido por zymosan (42). Se evalud si rshCD5
evitaria o no la inflamacion sistémica y el fallo multiorganico inducido tras la administracién i.p. de una Unica dosis alta
de zymosan (500 mg/kg). Bajo estas condiciones, zymosan produce tanto peritonitis aguda como lesion a érganos en el
plazo de 18 h, ademas de elevada mortalidad de ratones durante un periodo de 12 dias. Para este fin, ratones CD1 se
asignaron a los siguientes grupos: BSA, ratones infundidos con BSA (25 ug; i.p.) sola; BSA + ZYM, ratones pre-tratados
con BSA (25 ug; i.p.) antes de la infusion con zymosan (500 mg/kg; i.p.); rshCD5 + ZYM, ratones pre-tratados con
rshCD5 (25 ug; i.p.) antes de la infusiéon con zymosan (500 mg/kg; i.p.). Como se muestra en la Fig. 7 A-E, la
administracion de una Unica dosis i.p. de 25 ug de rshCD5 en ratones 1 h antes de la exposicién a zymosan indujo
reduccion significativa de la puntuacion de toxicidad (Fig. 7A), recuento de leucocitos total en la cavidad peritoneal (Fig.
7B), niveles en plasma sanguineo de IL-6 y IL-1B (Fig. 7C) e infiltracion de neutrdfilos del higado como se mide por la
actividad de mieloperoxidasa (MPO) (Fig. 7D) a 18 h. En otro conjunto de experimentos, la supervivencia de ratones se
monitorizd y se observé un aumento significativo (45% frente al 15%) al final del periodo de observacion (12 dias) para
animales que recibieron una unica dosis i.p. de rshCD5 antes de la exposicién a zymosan en comparacién con controles
(Fig. 7E). Tomados conjuntamente, estos resultados indican que el pre-tratamiento de ratones con rshCD5 previene la
perjudicial inflamacion sistémica inducida por zymosan y desvela el potencial terapéutico de rshCD5 para choque
séptico fungico.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Construcciones. La generacién de construcciones de expresion para las proteinas solubles rshCD5 (43), rshCD5.DIII
(5) y rshCD6 (22) se ha descrito en cualquier parte. Los ectodominios DI y DIl de rshCD5 se amplificaron por PCR
usando los siguientes cebadores: DI directo (SEQ ID NO 1) e inverso (SEQ ID NO 2). DIl directo (SEQ ID NO 3) e
inverso (SEQ ID NO 4). La PCR se restringié con Nhel y BamHI y se cloné en vector pCEP-Pu apropiadamente
digerido. Las construcciones resultantes se transfectaron en células HEK 293-EBNA como se ha descrito previamente
(44, 45). Las construcciones de expresion que codifican las formas unidas a membrana naturales (pHB-CD5.WT) y
truncadas en la cola citoplasmica (pHB-CDS.K384STOP) de CD5 (41) se transfectaron transitoriamente en células HEK
293 usando el reactivo Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen Life Technologies, Paisley, R.U.) segun instrucciones del
fabricante.

Células. Las células 2G5 negativas para CD5 y CD6 se obtuvieron por citometria y posterior clonacion de células Jurkat
(40) y se cultivaron en medio RPMI 1640 BioWhittaker (Lonza, Verviers, Bélgica) complementado con 10% de SBF
(Invitrogen Life Technologies), 100 U/ml de penicilina G (Laboratorios ERN, Barcelona, Espafia) y 50 ug/ml de
estreptomicina (Laboratorios Normon, Madrid, Espafia) a 37 °C y 5% de CO,. Las células HEK 293-EBNA de rifién
embrionario humano que expresan constitutivamente la proteina viral de Epstein-Barr EBNA-1, que permiten la
replicacion episomica del vector pCEP-Pu, fueron una amable donacion del Dr. T. Sasaki y Dr. Timpl (Max Planck
Institute for Biochemistry, Martinsried, Alemania). Estas células se cultivaron en DMEM/F12 complementado con 10% de
SBF, 100 U/ml de penicilina G, 50 pg/ml de estreptomicina y 250 ug/ml de geneticina (G418, Sigma, St Louis, MO). Las
células HEK 293 y HEK 293 que expresan establemente TLR2 (HEK 293-TLR2) fueron una amable donacion del Dr.
Golenbock (Escuela de Medicina de la Universidad de Massachusetts, Worcester, MA). Se afadié puromicina (50 ug/ml;
Sigma) a medio de cultivo para la seleccion de transfectantes HEK 293-EBNA/pCEP-Pu y HEK 293-TLR2 estables.

Expresion, purificacion por afinidad y marcado con biotina de proteinas recombinantes. Todas las proteinas
humanas solubles recombinantes rshCD5, rshCD6, rshCD5.DI, rshCD5.DIl y rshCD5.DIIl se expresaron usando el
sistema de expresion episémico pCEP-Pu/HEK 293-EBNA. Las proteinas rshCD5 y rshCD6 se purificaron de
sobrenadantes de cultivo por cromatografia de afinidad con anticuerpos especificos (22, 43). Los ectodominios
individuales de rshCD5 englobaron los aminoacidos R1-L113 (DI), A135-F271 (Dll) y F271-D369 (Dlll) de la proteina
madura, y se usaron como sobrenadantes de cultivo sin suero sin fraccionar. La biotinilacion de proteinas se realizé con
biotina activada con PEO-maleimida EZ-Link (Pierce/Perbo Science, Cheshire, R.U.) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Estudios de union bacteriana y flungica. Las cepas bacterianas (S. aureus y E. coli) y fungicas (C. albicans y C.

neoformans) usadas en este estudio son cepas aisladas clinicas caracterizadas por el Departamento de Microbiologia

del Hospital Clinico de Barcelona usando procedimientos bioquimicos convencionales. La cepa fungica de S. pombe fue
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amablemente proporcionada por el Departamento de Biologia celular y Patologia de la Universidad de Barcelona. Las
bacterias u hongos se cultivaron durante la noche en caldo Luria Bertoni (LB) a 30-37 °C con aireacion y luego se
recogieron por centrifugacion a 3.500xg durante 10 min. Los sedimentos bacterianos o fungicos se resuspendieron en
TBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM) a una densidad final de 10" pacterias o 10° hongos por ml. La
cuantificacion se hizo sembrando diluciones de bacterias/hongos sobre agar. La unidon de proteinas solubles
recombinantes (rshCD5, rshCD6) se analizé como se ha descrito previamente (14).

Para ensayos de competencia, 15 pug de rshCD5 se pre-incubaron con diferentes concentraciones de zymosan
purificado de S. cerevisiae (Sigma), f-1-3-glucano de Euglena gracilis (Sigma), glucano de S. cerevisiae (Sigma) y p-D-
glucano de cebada, (Sigma) o manano de S. cerevisiae (Sigma), durante 1 h a 4 °C, antes de la incubacién con
suspensiones bacterianas o fungicas. Los estudios de union fungica con los ectodominios de DI, DIl y DIIl de rshCD5 se
realizaron incubando 10° hongos con 1 ml de sobrenadantes de cultivo respectivos durante la noche a 4 °C bajo
rotacion. La proteina sin unir se evalud por precipitacion con 10% de TCA. Estas muestras y las muestras de proteina
sin unir se solubilizaron con tampdén de muestra Laemmli, se sometieron a electroforesis en SDS-PAGE y se analizaron
por transferencia Western con un antisuero policlonal de conejo anti-CD5 producido en el laboratorio de los inventores
mas un antisuero de oveja dirigido contra Ig de conejo marcada con HRP (DAKO, Carpinteria, CA).

Ensayos de ELISA. Se recubrieron placas de microtitulacion de 96 pocillos (Nunc, Roskilde, Dinamarca) durante la
noche a 4 °C con 20 ug de LPS (purificado de E. coli 055:B5, Sigma), acido lipoteicdico (LTA; Sigma), peptidoglicano
(PGN; Sigma) o Zymosan (ZYM; Sigma) en tampén de recubrimiento (NaHCOs; 100 mM, pH 9,5). Las placas se
bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente (TA) con PBS que contenia 3% de BSA (Sigma). Entonces se
anadieron diferentes concentraciones de BSA marcada con biotina, rshCD5 o rshCD6 a los pocillos y se incubaron
durante 2 h a TA. La proteina unida se detecté mediante la adicién de dilucion 1:2000 de SAv marcado con HRP (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) durante 1 h a TA. Entre cada etapa de incubacion, la proteina sin unir se
eliminé lavando tres veces con PBS-0,01% de Tween-20. El ELISA se reveldé afiadiendo sustrato liquido de 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina (TMB; Sigma), y la absorbancia se leyd a 450 nm.

Los ensayos de ELISA de competencia se realizaron como antes, excepto que se pre-incubaron 2 yg de rshCD5 o
rshCD6 marcada con biotina con diferentes concentraciones de zymosan, B-D-glucano o manano, durante 1 h a 4 °C,
antes de su adicion a placas recubiertas de zymosan.

El ELISA para la determinacion de niveles en suero de IL-6 y IL-1( se realiz6 segun el protocolo de los fabricantes (R&D
Systems, Mineapolis, MN).

Ensayos de agregacion fungica. El marcado por fluorescencia de diferentes cepas fungicas se hizo por incubacion
con FITC 100 mM durante 1 h a temperatura ambiente (TA). Las células se recogieron por centrifugacion a 3.000xg
durante 5 min y después de varios lavados en PBS para eliminar FITC sin unir, los hongos se resuspendieron en 300 ul
de PBS. Se afiadieron cinco o 10 pug de rshCD5 o rshCD6 y se incubaron durante la noche a 4 °C bajo rotacion orbital
suave. Para fines de competencia, 10 pug de rshCD5 o rshCD6 se pre-incubaron durante 1 h a 4°C con 20 ug de
zymosan, B-D-glucano o manano. Se transfirieron diez pl de la suspension sobre portaobjetos de vidrio y se visualizaron
en un microscopio de fluorescencia (Leica Microsystems, Mannheim, Alemania). Las imagenes se analizaron con
Photoshop 7.0 (Adobe Systems, San Jose, CA)

Analisis de citometria de flujo. La unién de zymosan a células 2G5 o 2G5-CD5.WT se realiz6 incubando 2x10° células
con diferentes cantidades de zymosan marcado con FITC de S. cerevisiae (Sigma) en tampdn de bloqueo (PBS, 10%
de suero AB humano, 2% de SBF y 0,02% de azida de sodio). Después de 1 h de incubacion a 4 °C, las células se
lavaron con PBS, 2% de SBF y 0,02% de azida de sodio y se analizaron en FACScan (Becton Dickinson, Mountain
View, CA). Los ensayos de competencia se realizaron incubando células 2G5-CD5.WT con 20 ug de zymosan marcado
con FITC en presencia de diferentes cantidades (de 1 a 30 ug) de zymosan sin marcar, 3-D-glucano o manano.

Ensayos de liberacion de citocinas IL-8. Células HEK 293 y HEK 293 estables que expresan TLR? se transfectaron
con pHB-CD5.WT o pHB-CDS.H4‘ISSTOP usando el reactivo Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) segun instrucciones del
fabricante. Veinticuatro horas después de la transfeccidon, el medio se cambi6 a medio de crecimiento (véase
anteriormente). La expresion de proteinas se evalué por SDS-PAGE y transferencia Western con un antisuero policlonal
de conejo anti-CD5 y se revel6 por quimioluminiscencia con un antisuero de oveja anti-conejo marcado con HRP
(DAKO). Las células transfectadas se pulsaron con 20 pg/ml de zymosan durante 24 h y se recogieron muestras de
sobrenadante (100 ul) y se ensayaron para IL-8 por ELISA (BD OptEIA™, conjunto de ELISA de IL-8 humana, BD
Biosciences, San Diego, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Ensayos de cinasa MAP. Para fines de estimulacion, 2x10” células 2G5, 2G5-CD5.WT o 2G5-CD5.H418%™ se
dejaron morir durante 24 h en medio RPMI1640 sin SBF. A continuacion, las células se suspendieron en 300 ul de
medio RPMI1640 durante 10 min a 37 °C y se estimularon con 40 ug/ml de zymosan durante 0, 5, 15 6 30 min a 37 °C.
Las células se rompieron en tampon de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM y 0,1% de Triton X-100
que contenia 0,5 pg/ml de aprotinina, 10 pg/ml de leupeptina y PMSF 1 mM). El contenido de proteina en el extracto de
células se midi6 mediante el procedimiento de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, CA) y 20-30 ug de
muestras de proteina se analizaron por SDS-PAGE y se transfirieron sobre membranas de nitrocelulosa (Millipore,
Bedfore, MA). Las hojas se incubaron con TBS-T (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, 0,05% de Tween-20) que
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contenia 5% de leche en polvo desnatada durante 1 h a TA y luego se sondaron durante la noche a 4 °C en agitacion
con anticuerpos policlonales de conejo anti-pERK1/2 (sc-101760, dilucion 1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA), monoclonales de raton anti-pMEK (sc-81503, dilucion 1:1000, Santa Cruz) o policlonales de conejo anti-cdk4
(sc-260, dilucion 1:200; Santa Cruz). Después de lavar tres veces con TBS-T, la membrana se incubé con los
anticuerpos policlonales de oveja dirigidos contra Ig de ratén o de conejo marcada con HRP correspondientes (dilucién
1:2000; DAKO) durante 45 min a TA. Se lavaron tres veces con TBS-T, y una vez con TBS y se visualizaron por
quimioluminiscencia potenciada con Super Signal West Dura Extended Duration Substrate (Pierce) y exposicién a
peliculas X-OMAT (Kodak, Rochester, NY).

Sindrome similar a choque séptico inducido por zymosan. Ratones CD1 macho que pesaban 20-22 g (Charles
River, Milan, Italia) se inyectaron i.p. con zymosan (500 mg/kg) en 250 ul de solucién salina estéril (46). Se administrd
una dosis i.p. Unica de 25 ug de tanto rshCD5 como BSA 1 h antes de la exposicién a zymosan. Un tercer grupo de
ratones recibié el mismo volumen de solucion salina estéril con una administracion previa de 25 uyg de BSA. 18 h
después de la exposicién a zymosan, la gravedad clinica de la toxicidad sistémica se puntud en un escala subjetiva que
oscilaba de 0 a 3 en la que 0 = ausencia, 1 = leve, 2 = moderado, 3 = grave. La escala de clasificaciéon se uso para cada
signo téxico observado en los ratones (letargo, diarrea, pelo alborotado y conjuntivitis). Los valores de cada signo téxico
de cada grupo se sumaron dando una puntuacion final.

Para la evaluacion del recuento de leucocitos total en el peritoneo, 5 ml de PBS se inyectaron en la cavidad abdominal
mediante una incision en la linea alba, y el mismo volumen se recuperd después de un masaje peritoneal de 10
segundos. Las mediciones se hicieron con un contador de células automatico (Micros 60, ABX Diagnostics, Montpellier,
Francia). Las muestras de higado se congelaron en nitrégeno liquido hasta que se usaron para la evaluacion de la
actividad de mieloperoxidasa (MPO) como se ha descrito previamente (47).

La mortalidad de cada grupo se monitorizé durante un periodo 12 dias y se expresé como el porcentaje de
supervivencia de ratones. El procedimiento experimental fue autorizado por el comité de ética de la Universidad de
Barcelona y se realizé segun pautas de cuidado animal institucionales que cumplen reglamentaciones en Espafia (RD
1201/2005), Europa (86/609) y la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio del Instituto Nacional de la
Salud.

Anadlisis estadisticos. Los resultados se presentan como valores medios + SEM. Se usaron pruebas de la t para datos

independientes para fines de determinacioén de la significancia estadistica. La supervivencia se analizé por medio de una
prueba del orden logaritmico. Un valor de p < 0,05 se considero estadisticamente significativo.
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REIVINDICACIONES

1. Ectodominio soluble de CD5 humana para su uso en un procedimiento de prevenciéon y/o tratamiento de
infeccidn fungica y/o septicemia fungica y/o cualquier trastorno inflamatorio desencadenado por componentes fungicos.

2. Ectodominio soluble de CD5 humana para el uso segun la reivindicacion 1, en el que la infeccién y/o septicemia
y/o el trastorno inflamatorio es producido por Candida albicans o Criptococcus neoformans.

3. Una composicion farmacéutica que comprende el ectodominio soluble de CD5 humana y al menos un
excipiente farmacéutico para su uso en un procedimiento de prevencién y/o tratamiento de infeccién fangica y/o
septicemia fungica y/o cualquier trastorno inflamatorio desencadenado por componentes fungicos.

4. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 3, en la que el excipiente esta seleccionado de
sacarosa y glicerol.

5. La composicidén farmacéutica para el uso segun la reivindicacién 3, en la que la composicién esta en forma
inyectable.

. La composicién farmacéutica para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en la que la infeccion
y/o septicemia y/o el trastorno inflamatorio es producido por Candida albicans o Criptococcus neoformans.
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