ES 2435040 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacién: 2 435 040
@Eint. cl.

GO1N 33/569 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  06.02.2004 E 04708764 (8)
Fecha y numero de publicacion de la concesion europea: 14.08.2013  EP 1592971

Tl'tulo: Procedimiento para la evaluacion in vitro del estado de progresion de una infeccidn por un
virus del VIH en un individuo

Prioridad: @ Titular/es:

06.02.2003 EP 03290303 INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA
RECHERCHE MEDICALE (INSERM) (50.0%)
101, rue de Tolbiac

75654 Paris Cédex 13, FRy

ASSISTANCE PUBLIQUE, HOPITAUX DE PARIS
(50.0%)

@ Inventor/es:

VIEILLARD, VINCENT y
DEBRE, PATRICE

Agente/Representante:
CURELL AGUILA, Mireia

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
18.12.2013

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2435040 T3

DESCRIPCION

Procedimiento para la evaluacion in vitro del estado de progresion de una infeccién por un virus del VIH en un
individuo.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo del diagnéstico in vitro del estado de progresién de una infecciéon de un
individuo con un virus que pertenece a la familia de los virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), asi como con el
tratamiento terapéutico de esta enfermedad infecciosa.

Antecedentes de lainvencién

La enfermedad del SIDA, que esta provocada principalmente por la infeccion de individuos con un retrovirus del VIH,
es actualmente la enfermedad més devastadora en todo el mundo, puesto que el nimero de individuos que estan
infectados hasta la fecha con los virus del VIH se estima en alrededor de 40 millones de individuos.

Durante solo el afio 2001, 5 millones de individuos se infectaron con el VIH, mientras que 3 millones de individuos
han muerto al mismo tiempo. Desde el descubrimiento del agente etioldgico principal del SIDA en 1983, a saber, el
virus del VIH, se han realizado amplios esfuerzos a fin de comprender el mecanismo de accién de este virus y
desarrollar procedimientos exactos para (i) diagnosticar de forma reproducible la infeccién, asi como (ii) llevar a cabo
un prondstico de la progresion de la enfermedad en un paciente dado.

Con fines de vigilancia, los United States Centers for Disease Control (CDC) definen actualmente al SIDA en un
adulto o adolescente de 13 afios de edad o mayor como la presencia de una de las 25 condiciones indicadoras de
SIDA, tales como KS, PCP o MAC diseminado. En nifios menores de 13 afios, la definicion de SIDA es similar a
aquella en adolescentes y adultos, excepto que se incluyen en la lista de afecciones que definen al SIDA (CDC,
1987b) a la neumonitis intersticial linfoide y a infecciones bacterianas recurrentes. La definicion de caso en adultos y
adolescentes se amplié en 1993 para incluir la infeccién por VIH en un individuo con un recuento de células T CD4"
menor que 200 células por milimetro cubico (mm3) de sangre (CDC, 1992). La definicién de vigilancia sustituyé a los
criterios publicados en 1987 que se basaban en estados clinicos y signos de infeccion por VIH pero no en
determinaciones de células T CD4" (CDC, 1987).

En la practica clinica, la sintomatologia y las medidas de la infeccién inmunitaria, principalmente niveles de linfocitos
T CD4", se usan para guiar el tratamiento de personas infectadas por el VIH.

El VIH infecta y mata a linfocitos T CD4" in vitro, aunque los cientificos han desarrollado lineas de células T
inmortalizadas a fin de propagar el VIH en el laboratorio (Popovic et al., 1984; Zagury et al., 1986; Garry, 1989; Clark
et al., 1991). Se han observado varios mecanismos de exterminio de células T CD4" en sistemas lentiviricos in vitro,
y pueden explicar la pérdida progresiva de estas células en individuos infectados por VIH (revisado en Garry, 1989;
Fauci, 1993a; Pantaleo et al., 1993a). Estos mecanismos incluyen la destruccion de la membrana celular como
yemas de VIH de la superficie (Leonard et al., 1988) o la acumulacién intracelular de ARN heterodispersos y ADN no
integrado (Pauza et al., 1990; Koga et al., 1988). Las pruebas también sugieren que la formacion de complejos
intracelulares de CD4 y productos de la cubierta virica puede dar como resultado el extermino celular (Hoxie et al.,
1986).

Ademas de estos mecanismos directos del agotamiento de células T CD4", los mecanismos indirectos pueden dar
como resultado la muerte de células T CD4" no infectadas (revisado en Fauci, 1993a; Pantaleo et al., 1993a). Las
células no infectadas se fusionan a menudo con células infectadas, dando como resultado células gigantes
denominadas sincitios, que se han asociado con el efecto citopatico de VIH in vitro (Sodroski et al., 1986; Lifson et
al., 1986). Las células no infectadas también pueden ser exterminadas cuando gp120 libre, la proteina de cubierta
del VIH, se une a sus superficies, marcandolas para la destruccion por respuestas de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (Lyerly et al., 1987). Otros fenémenos autoinmunitarios también pueden contribuir a la
muerte de células T CD4", ya que las proteinas de cubierta del VIH comparten cierto grado de homologia con ciertas
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC-II) (Golding et al., 1989; Koenig et al., 1988).

Un nimero de investigadores ha sugerido que los superantigenos, ya sea que estén codificados por VIH o que
deriven de agentes no relacionados, pueden disparar la estimulacién masiva y expansién de células T CD4",
conduciendo finalmente al agotamiento o anergia de estas células (Janeway, 1991; Hugin et al., 1991). La induccién
inoportuna de una forma de muerte celular programada denominada apoptosis se ha propuesto como un mecanismo
adicional para la pérdida de células T CD4+ en infeccion por VIH (Ameisen y Capron, 1991; Terai et al., 1991,
Laurent-Crawford et al., 1991). Informes recientes indican que la apoptosis se produce en mayor extension en
individuos infectados por VIH que en personas no infectadas, tanto en la sangre periférica como en los ganglios
linfaticos (Finkel et al., 1995; Pantaleo y Fauci, 1995b; Muro-Cacho et al., 1995).

La Solicitud PCT n® WO 02/08287 describe receptores activadores de células NK y sus usos terapéuticos y de
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diagnostico. Este documento describe composiciones y procedimientos para el tratamiento y deteccion de una
variedad de infecciones viricas, usando agentes complejos que comprenden las proteinas activadoras de células
NK, NKp46 y NKp44, y sus fragmentos funcionales, enlazados a agentes terapéuticos o de formacién de imagenes.
Se afirma que el complejo descrito en el documento WO 02/08237 es dirigido hacia una célula defectuosa o
enferma, como células infectadas por virus, incluyendo células infectadas con el virus de la inmunodeficiencia
humana.

Chen et al. (2000, Aids Research and Human Retroviruses, Vol. 16 (18): 2037-2041) describen diversos péptidos
derivados de la gp41 del VIH-1 y localizados en un region que comprende las regiones HR1 y HR2 de gp41, asi
como anticuerpos dirigidos a ellos. Segin Chen et al. (2000), estos anticuerpos que son capaces de interactuar con
el nacleo de la gp41l putativa activa en la fusién pueden ser Utiles desvelando adicionalmente el mecanismo de la
fusién de membrana inducida por VIH.

También se ha observado que VIH infecta precursores de células T CD4" en la médula 6sea y en el timo, y dafia el
microentorno de estos 6rganos necesario para el sostenimiento y la maduracién éptimos de células progenitoras
(Schnittman et al., 1990b; Stanley et al., 1992). Estos hallazgos pueden ayudar a explicar la falta de regeneracion
del conjunto de células T CD4+ en pacientes con SIDA (Fauci, 1993a).

Estudios recientes han demostrado una carga viral sustancial y una replicacion viral activa tanto en la sangre
periférica como en tejidos linfoides incluso tempranamente en infeccion por VIH (Fox et al., 1989; Coombs et al.,
1989; Ho et al., 1989; Michael et al., 1992; Bagnarelli et al., 1992; Pantaleo et al., 1993b; Embretson et al., 1993;
Piatak et al., 1993). Un grupo ha informado de que el 25 por ciento de células T CD4" en los ganglios linfaticos de
individuos infectados por VIH poseen ADN del VIH tempranamente en el transcurso de la enfermedad (Embretson et
al., 1993). Otros datos sugieren que la infeccion por VIH es sostenida por un proceso dindmico que implica rondas
continuas de nueva infeccion virica y la destruccién y sustitucién de alrededor de 1 millardo de células T CD4" por
dia (Wei et al., 1995; Ho et al., 1995).

Con respecto al pronéstico de la progresion de la enfermedad en pacientes con VIH, un primer procedimiento actual
consiste en evaluar el incremento en el niUmero de virus del VIH que estan presentes en una sangre completa.

También se ha observado que el VIH infecta a precursores de células T CD4" en la médula 6sea y el timo, y dafia al
microentorno de estos Organos necesario para el sostenimiento y maduracion éptimos de células progenitoras
(Schnittman et al., 1990b; Stanley et al., 1992). Estos hallazgos pueden ayudar a explicar la falta de regeneracion
del conjunto de células T CD4+ en pacientes con SIDA (Faucl 1993a).

Estudios recientes han demostrado una carga viral sustancial y una replicaciéon viral activa tanto en la sangre
periférica como en tejidos linfoides incluso tempranamente en infeccion por VIH (Fox et al., 1989; Coombs et al.,
1989; Ho et al., 1989; Michael et al., 1992; Bagnarelli et al., 1992; Pantaleo et al., 1993b; Embretson et al., 1993,
Piatak et al., 1993). Un grupo ha informado de que el 25 por ciento de células T CD4" en los ganglios linfaticos de
individuos infectados por VIH poseen ADN del VIH tempranamente en el transcurso de la enfermedad (Embretson et
al., 1993). Otros datos sugieren que la infeccion por VIH es sostenida por un proceso dinadmico que implica rondas
continuas de nueva infeccion virica y la destruccién y sustitucién de alrededor de 1 millardo de células T CD4" por
dia (Wei et al., 1995; Ho et al., 1995).

Con respecto al pronéstico de la progresion de la enfermedad en pacientes con VIH, un primer procedimiento actual
consiste en evaluar el incremento en el nimero de virus del VIH que estan presentes en una muestra de sangre
completa recogida de un paciente, por ejemplo llevando a cabo inmunoensayos convencionales con anticuerpos
dirigidos especificamente contra proteinas del VIH, y mas especificamente contra la glucoproteina gpl120 de la
capside del VIH.

Un segundo procedimiento actual para el pronéstico de la progresion de SIDA en un paciente consiste en medir el
namero de copias del genoma del VIH que se encuentra en una muestra de sangre completa recogida de ese
paciente, por ejemplo llevando a cabo una amplificacion mediante PCR cuantitativa de los acidos nucleicos
contenidos en dicha muestra, usando uno o varios cebadores de &cido nucleico que se hibridan especificamente con
el ARN gendmico del VIH.

Estos dos procedimientos anteriores son Utiles, puesto que numerosos estudios han demostrado que las personas
con niveles elevados de VIH en su torrente sanguineo muy probablemente desarrollaran nuevos sintomas
relacionados con SIDA o moriran frente a individuos con menores niveles del virus.

Un tercer procedimiento actual para el pronéstico de la progresion de SIDA en un paciente consiste en medir los
niveles absolutos de células T CD4" en muestras de sangre completa procedentes de pacientes infectados
(pacientes VIH"), por ejemplo llevando a cabo citometria de flujo de una muestra de sangre de ese paciente, usando
un anticuerpo marcado dirigido al antigeno CDA4.

Todos estos procedimientos de prondstico anteriores se pueden usar de forma reproducible, pero también tienen sus
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limites técnicos respectivos, en relacién con, por ejemplo, su significancia biolégica con respecto a la evolucién de la
enfermedad.

El uso de anticuerpos para evaluar el nimero de particulas virales del VIH presentes en una muestra biolégica de un
paciente implica inconvenientes debido a la especificidad de los anticuerpos que se usan, puesto que es bien sabido
gue las proteinas estructurales del VIH producidas por diferentes aislados del virus del VIH difieren
significativamente en sus propiedades antigénicas, y de este modo se pueden generar falsos resultados negativos.

La medida del nimero de copias del genoma del VIH en una muestra biolégica de un paciente es indicativa de
hecho de que el provirus que se ha integrado en el genoma celular del individuo infectado ha entrado en ciclos de
replicacion activos, y que la enfermedad estd en progresion activa. Sin embargo, esta técnica no refleja
simultaneamente la respuesta inmunitaria del paciente frente a la progresion del virus.

La medida de los niveles de células T CD4" en un paciente también es indicativa de la progresion de la enfermedad,
puesto que la patogénesis del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) se puede atribuir en gran medida a la
disminucién de linfocitos T que poseen el receptor CD4 (CD4"). El agotamiento progresivo de linfocitos T CD4" esta
asociado con un incremento de las complicaciones clinicas. Debido a esta asociacion, la medida de los niveles de
células T CD4" se usa para establecer puntos de decisién para monitorizar la relevancia de los tratamientos frente al
SIDA. Los niveles de linfocitos T CD4" también se usan como indicadores de prondstico en pacientes con
enfermedad del virus de inmunodeficiencia humana (VIH).

Sin embargo, la medida de los niveles de células T CD4" en un paciente no refleja directamente el estado
inmunoldgico del paciente, excepto con relacién a la inmunodeficiencia resultante. De forma notable, la medida de
los niveles de células T CD4" no da cuenta del estado de los posibles efectores biolégicos que provocan o median el
agotamiento de CD4" observado, y de este modo de los posibles efectores biolégicos que pueden provocar esta
inmunodeficiencia del paciente observada.

De hecho, también se puede mencionar que una prediccion de la progresion de SIDA, en un paciente dado infectado
con VIH, también se puede llevar a cabo mediante la deteccion de mutaciones que se producen en la secuencia de
aminoéacidos de correceptores conocidos para VIH que son expresados por las células del paciente, especialmente
células CD4", tales como el correceptor CCR5, puesto que se ha observado que las personas infectadas por VIH
gue poseen una mutacion especifica en una de sus dos copias que codifican el correceptor CCR5 pueden tener un
curso de la enfermedad mas lento que las personas con dos copias normales de este gen.

Sin embargo, existe la necesidad en la técnica de procedimientos adicionales que permitiran al experto en la materia
determinar el estado de progresiéon de SIDA en pacientes que han sido infectados con un virus del VIH, para permitir
un prondstico méas preciso de la evolucion de la enfermedad, incluyendo la aparicion de, o la evolucién de, las
numerosas enfermedades relacionadas con SIDA bien conocidas, y también para permitir una monitorizacion mas
precisa del tratamiento terapéutico que puede ser el mas beneficioso para el paciente infectado con VIH, una vez
tenido en cuenta el estado de progresién de la enfermedad de SIDA. Por ejemplo, existe la necesidad en la técnica
de nuevos marcadores bioloégicos que sean indicativos de la progresion de SIDA, que deberian ser preferiblemente
de relevancia bioldgica con respecto a la biologia de la infeccion por VIH, tal como, por ejemplo, nuevos marcadores
biologicos de relevancia con respecto al estado inmunoldgico del paciente ensayado.

De hecho, estos nuevos marcadores biolégicos se pueden usar en combinaciéon con uno o varios marcadores ya
conocidos, tales como los citados anteriormente.

Ademas, todavia existe la necesidad en la técnica de nuevos compuestos terapéuticamente Utiles para prevenir la
aparicién de SIDA en individuos al infectarse con un virus del VIH, o, mas generalmente, para tratar pacientes
infectados con un virus del VIH. Particularmente, en la definicién de nuevas multiterapias anti-VIH o HAART (“terapia
antirretroviral muy activa”) existe la necesidad de incluir nuevos compuestos farmacéuticamente activos que se
dirigiran especificamente contra otras moléculas diana distintas de la proteasa del VIH y de la retrotranscriptasa del
VIH y que actuaran sobre dianas implicadas en distintas etapas de la enfermedad. De forma importante, existe la
necesidad en la técnica de nuevos compuestos de interés farmacéutico que sean biolégicamente activos en
pacientes infectados por VIH en los que el VIH ha comenzado a replicarse activamente, especialmente en pacientes
infectados por VIH que estan préximos a sufrir una disminucién en el nimero de sus células T CD4" y que de este
modo son susceptibles a inmunodeficiencia, asi como en pacientes infectados por VIH para los cuales ya ha
comenzado el agotamiento de sus células T CD4".

Sumario de la invencion
La invencion esta limitada solamente por sus reivindicaciones. La invencién describe un procedimiento para la
evaluacion in vitro del estado de progresion de la infeccion de un individuo con un virus del VIH, en el que dicho

procedimiento comprende las etapas de:

(a) incubar dicha muestra bioldgica con un compuesto ligando que se une especificamente sobre la proteina
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NKp44L de SEC ID N°1, o sobre su parte del dominio extracelular; y

(b) medir la cantidad de dicho compuesto ligando que esta unido a las células T CD4", con lo que dicha cantidad
medida de dicho compuesto ligando unido es indicativa del estado de progresién de la infeccién viral.

También se refiere a kits que estan disefiados especificamente para implementar el procedimiento anterior.

La invencion se refiere a procedimientos in vitro para el cribado de compuestos que son terapéuticamente activos en
pacientes infectados por VIH.

Particularmente, la invencion describe un procedimiento para el cribado in vitro de compuestos para prevenir o tratar
una enfermedad relacionada con la infeccién de un individuo con un virus del VIH, en el que dicho procedimiento
comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una primera poblacion de células que consiste en células NK activadas humanas y una
segunda poblacién de células que consiste en células T CD4" que expresan la proteina NKp44L, en
presencia de un compuesto terapéutico candidato a ensayar;

(b) medir la citdlisis de las células T CD4+ por las células NK activadas;

(c) comparar el valor de cit6lisis obtenido en la etapa (b) con el valor de citdlisis obtenido cuando la etapa (a) se
lleva a cabo en ausencia del compuesto candidato;

(d) seleccionar los compuestos candidatos que inhiben o bloquean la citélisis de las células T CD4" mediada por
NK.

También describe una composicion farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad relacionada con la infeccion
de un individuo con un virus de la familia del VIH, que comprende una cantidad eficaz de un compuesto ligando que
se selecciona de entre el grupo que consiste en (i) un compuesto ligando que se une especificamente a la proteina
NKp44L de SEC ID N°l, o a su parte del dominio extracelular, y (ii) un compuesto ligando que se une
especificamente a la proteina NKp44 de SEC ID N°2, 0 a su parte del dominio extracelular, en combinacién con al
menos un excipiente fisiolégicamente aceptable.

También se refiere a una composicion farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad relacionada con la
infeccion de un individuo con un virus de la familia del VIH, que comprende una cantidad eficaz de un polinucleétido
antisentido que se hibrida especificamente con las moléculas de ARNm que codifican la proteina NKp44L de SEC ID
N°1, en combinacion con al menos un excipiente fisiologicamente aceptable.

También se refiere a procedimientos para tratar pacientes infectados con VIH que utilizan los compuestos
terapéuticamente activos y de las composiciones farmacéuticas que se describen adicionalmente en la presente
memoria descriptiva.

En otro aspecto, la presente invencion describe un polipéptido que comprende la siguiente secuencia de
aminoacidos:

X1X2X3XaX5XeSW SNKSX7XgXoX10X11 (1),

en la que Xi, Xz, X3, X5, Xs, X7, Xo, X10, ¥ X11 Significan, independientemente entre si, cualquier resto de
aminoacido, X4 significa cualquier resto de aminoacido excepto Ay W, y en la que Xs significa cualquier resto de
aminoacido excepto Ey S.

La invencién también describe procedimientos in vitro para el cribado de compuestos para prevenir o tratar una
enfermedad relacionada con la infeccién de un individuo con un virus del VIH, en los que dicho procedimiento
comprende las etapas de:

(i) incubar un compuesto candidato que se va a someter a prueba con un polipéptido como se describe
anteriormente,

(i) evaluar la unién del compuesto candidato que se va a someter a prueba con un polipéptido como se describe
anteriormente.

También describe una composicién farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad relacionada con la infeccion
de un individuo con un virus de la familia del VIH, que comprende una cantidad eficaz de un compuesto ligando que
se une especificamente al polipéptido de férmula (1), en combinaciéon con al menos un excipiente fisiolégicamente
aceptable.
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Descripcion de las figuras

Figura 1. La expresion de NKp44L en células T CD4" de individuos infectados con el VIH est& asociada con la etapa
de la enfermedad.

1A) Expresion especifica de NKp44L en células T CD4" en pacientes infectados con el VIH-1. Comparacion entre
grupos no infectados (control, simbolos en blanco) e infectados por el VIH (simbolos en negro). Las lineas
horizontales marcan el valor medio. Abscisa: fenotipo de las células sanguineas ensayadas: Ordenadas:
porcentaje de las células ensayadas que son positivas para el marcador NKp44L.

1B) Correlacion inversa de la expresion de NKp44L en células T CD4" con el recuento de células CD4 de sangre
periférica en pacientes infectados con el VIH. Se muestra la correlacién (r) y esta significancia estadistica (P)
obtenida usando el ensayo de correlacion de rangos no paramétrico de Sperman. Abscisa: numero de células T
CD4" por mm® de muestra de sangre completa del paciente. Ordenada: porcentaje de las células CD4"
ensayadas que son positivas para el marcador NKp44L.

1C) Correlacién entre la expresion de NKp44L en células T CD4" y la carga viral. Se muestra la correlacion (r) y
esta significancia estadistica (P) obtenida usando el ensayo de correlacion de rangos no paramétrico de
Sperman. Abscisa: valor de carga viral, segin se expresa mediante el nimero de copias del genoma del VIH por
ml de la muestra de sangre completa del paciente. Ordenada: porcentaje de las células CD4" ensayadas que son
positivas para el marcador NKp44L.

1D) Sobreexpresion de NKp44L en células T CD4" de individuos infectados con el VIH tras la activacion de PHA.
Comparacion entre 5 pacientes no infectados (control, simbolos en blanco) y 5 pacientes infectados con el VIH
(simbolos en negro). NA: células no activadas; PHA: células activadas mediante PHA. Abscisa: NA = células no
activadas; PHA = células activadas mediante PHA en, respectivamente, individuos del control e individuos
infectados con el VIH. Ordenada: porcentaje de las células CD4" ensayadas que son positivas para el marcador
NKp44L.

Figura 2. Expresion de NKp44 en células NK CD3-CD56" de pacientes infectados con el VIH.

La proporcion de células NK que expresaron NKp44 fue significativamente mayor en los individuos infectados con el
VIH, con menos de 500 células CD4"/mm?, que las células no infectadas (control).

Figura 3. Mayor sensibilidad a la lisis por NK de las células T CD4" que expresan NKp44L de pacientes infectados
con el VIH.

3A) Se analizé la estirpe de NK NK92 para determinar la actividad citotoxica frente a dos células T CD4"
purificadas que expresan (circulo) o no (cuadrado) NKp44L. La actividad citotoxica se bloque6 parcialmente tras
el tratamiento con mAb anti-NKp44L (a44).

3B) Actividad citotoxica de dos células primarias NK autélogas (auto) activadas por IL-2 frente a células T CD4"
purificadas que expresan (circulo) o no (cuadrado) NKp44L, y K562 (estrella), como control positivo para la
actividad citotoxica.

3C) Actividad citotéxica de células primarias NK autélogas (auto) inactivadas frente a dos células T CD4"
purificadas que expresan (circulo) o no (cuadrado) NKp44L, y K562 (estrella), como control positivo para la
actividad citotoxica.

En las figuras 3A, 3By 3C, los paneles izquierdo y derecho representan dos ensayos independientes, y muestran la
reproducibilidad de los resultados.

Figura 4. Sobreexpresién de NKp44L tras el tratamiento de células T CD4+ purificadas con el virus de la vacuna que
expresa varias proteinas del VIH.

Se infectaron células T CD4+ purificadas con 20 pfu/célula de varios virus de la vacuna recombinantes que expresan
proteina del VIH. Dos dias mas tarde, las células se lavaron dos veces, y se tifieron con mAb anti-NKp44L (linea
gruesa gris), o con control de isotipo de IgM (linea delgada negra). Las células se analizaron mediante citometria de
flujo. Ul células no infectadas, WT: células infectadas con virus de la vacuna de tipo salvaje. Gag, Pol, gp160,
gpl20, gp4l, Tat, Nef: células infectadas con virus de la vacuna que expresa, respectivamente, Gag, Pol, gpl160,
gp120, gp41l, Tat, o Nef. Para cada panel, se anoté el porcentaje de expresion de NKp44L. Abscisas: expresion de
NKp44L, ordenadas: nimero de células.

Figura 5. Sobreexpresion de NKp44L tras el tratamiento de células T CD4" purificadas con proteina del VIH gp160
recombinante.
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Se incubd un millén de células con 5 ug/ml de proteina de control (Ctl; circulo negro), o proteina gp160 recombinante
(gp160A: triangulo negro); (gpl60B: cuadrado negro) o sin proteina (UT: células no tratadas) durante 2 dias en
presencia de 10 U/ml de IL2.

5A) Las células se lavaron y tifieron con mAb anti-NKp44L y mAb anti-CD4, o con controles de isotipo, y se
analizaron mediante citometria de flujo. Para cada panel, se anot6 el porcentaje de expresion de NKp44L en
células T CD4+. Abscisa: expresion de CD4, ordenadas: expresion de NKp44L.

5B) La sensibilidad a la lisis mediante NK de las células T CD4+ incubadas con proteina del VIH gpl60
recombinante se analizé en busca de la actividad citotéxica con células NK purificadas autélogas activadas. La
actividad de lisis por NK se llevo a cabo a diferentes relaciones de efectoras/diana (E/T) (abscisa). Diamantes en
blanco con lineas discontinuas: células no tratadas; circulos en negro: células tratadas con proteina de control;
triangulos en negro: células tratadas con gpl60-A; y cuadrados negros: células tratadas con gpl60-B.
Ordenadas: lisis mediante NK especifica (%).

Figura 6. Un conjunto de péptidos de la proteina gp41 del VIH indujo tanto una mayor sensibilidad a la lisis por NK
como una sobreexpresion de NKp44L.

Se tratdé un millon de células T CD4+ purificadas con 5 ug/ml de conjuntos de péptidos de la proteina gp41 del VIH
(anotados de A a J), o de la proteina gp120 (gp120) como control. Cada conjunto de péptidos incluyé 10 péptidos,
como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Las células se incubaron dos dias en presencia de 10 u/ml
de IL2, y después se lavaron dos veces.

6A) La sensibilidad a la lisis por NK de las células T CD4+ incubadas con los diferentes conjuntos de péptidos se
analizo en busca de la actividad citotoxica con células NK purificadas autélogas activadas. La actividad de lisis
por NK se llevd a cabo a diferentes relaciones de efectoras/diana (E/T) (abscisa). Ordenadas: lisis por NK
especifica (%).

6B) Las células se tifieron con mAb anti-NKp44L y mAb anti-CD4, o con controles de isotipo, y se analizaron
mediante citometria de flujo. En este panel de figuras, los resultados sélo se realizaron para las células no
tratadas (ninguna) o las células tratadas con conjuntos de péptidos de gp120 o de la gp41 (conjuntos C y J). Para
cada panel, se anotd el porcentaje de expresion de NKp44L en células T CD4+. Para los otros conjuntos, se
observd una baja expresion de NKp44L, que oscil6 desde 0,2 a 1,3%. Abscisa: expresion de NKp44L,
ordenadas: expresion de CDA4.

Figura 7. Andlisis de cada péptido del conjunto C derivado de la proteina gp41 del VIH.

Se traté un millén de células T CD4+ purificadas con 5 ug/ml de péptidos del conjunto C (véase la figura 6)
(anotados de C141 a C150), o, como controles, el péptido gp41-E162 o el péptido gpl20-87. Las células se
incubaron dos dias en presencia de 10 u/ml de IL2, y después se lavaron dos veces.

7A) Los patrones de exterminio de células T CD4+ incubadas con los diferentes péptidos se ensay6 para
determinar su sensibilidad a NK. Los datos se muestran para una relacion E/T de 40/1 con células efectoras NK
purificadas autélogas activadas. Ordenadas: lisis por NK especificas (%).

7B) Las células se tifieron con mAb anti-NKp44L y mAb anti-CD4, o con controles de isotipo, y se analizaron
mediante citometria de flujo. Ordenadas: expresion de NKp44L.

Figura 8. Rol drastico del motivo NH2-SWSNKS-COOH expresado por la proteina del VIH gp41.

8A) Las secuencias del péptido gp41-C147 (tipo salvaje: WT) y dos péptidos de control diferentes incluyeron
alguna modificacion justamente dentro del motivo “SWSNKS” (control 1: Ctl1) o en toda la secuencia de 15-
meros (control 2: Ctl2).

Se traté un millébn de células T CD4+ purificadas con 1 ug/ml de péptido WT muy purificado o con ambos
péptidos de control (Ctl1 y Ctl2). Las células se incubaron dos dias en presencia de 10 u/ml de IL2, y después se
lavaron dos veces.

8B) La sensibilidad a la lisis por NK de las células T CD4+ incubadas con los diferentes péptidos se analizé en
busca de la actividad citotdxica con células NK purificadas autologas activadas. La actividad de lisis por NK se
llev6 a cabo a diferentes relaciones de efectoras/diana (E/T) (abscisa). Diamantes en blanco con lineas
discontinuas: células no tratadas; circulos en negro: células tratadas con péptido WT; cuadrados en negro:
células tratadas con el péptido Ctl1, y triangulos en negro: células tratadas con el péptido Ctl2. Ordenadas: lisis
por NK especifica (%).

8C) Las células se tifieron con mAb anti-NKp44L y mAb anti-CD4, o con controles de isotipo, y se analizaron
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mediante citometria de flujo. Para cada panel, se anot6 el porcentaje de expresion de NKp44L en células T
CD4+. Abscisa: expresion de NKp44L, ordenadas: expresion de CD4.

Figura 9. Estudios cinéticos de la actividad de la lisis por NK y de la expresion de NKp44L tras la adicion del péptido
“SWSNKS activo”.

Se traté un millén de células T CD4+ purificadas con 1 pg/ml de péptido de tipo salvaje (WT) muy purificado o con
ambos péptidos de control (Ctl1 y Ctl2) durante varias veces, oscilando desde 0 hasta 2880 min. Tras la incubacion,
las células se lavaron dos veces y se analizaron entonces en busca de la actividad citotéxica con células NK
purificadas autélogas activadas. La actividad de la lisis por NK se llevd a cabo a diferentes relaciones de
efectoras/diana (E/T). 9A). La actividad citotoxica de NK se llevd a cabo tras el pretratamiento de la célula con 10
ug/ml de mAb anti-NKp44L (B). El analisis de citometria de flujo revel6 la expresion en la superficie celular de
NKp44L (A), y la expresion intracelular de NKp44L (B). Diamantes en blanco con lineas discontinuas: células no
tratadas; circulos en negro: células tratadas con péptido WT; cuadrados en negro: células tratadas con el péptido
Ctl1, y triangulos en negro: células tratadas con el péptido Ctl2; circulos en blanco con linea discontinua: células
tratadas con el péptido WT tras el pretratamiento con mAb anti-NKp44L, y cuadrados en blanco con linea
discontinua: células tratadas con el péptido Ctl1 tras el pretratamiento con mAb anti-NKp44L.

Figura 10. Expresion de NKp44L en la superficie celular de diferentes células humanas

Expresion de NKp44L de K562, Jurkat, y PBMC en reposo, sobre la superficie celular. Las células se incubaron con
1 pg/ml de mAb anti-NKp44L (linea gruesa gris) o con control de isotipo de IgM (linea delgada negra), y se
analizaron mediante citometria de flujo. Abscisa: expresion de NKp44L, ordenadas: niumero de células.

Descripcion detallada de lainvencién

Segun la invencién, se ha descubierto que una proteina especifica, denominada NKp44L, es expresada por las
células T CD4" de individuos infectados por VIH, mientras que esta protefna no es expresada por células T CD4" de
individuos que no estan infectados con el VIH. La proteina NKp44L no es expresada (i) en células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) de pacientes infectados con el VIH que no expresan el antigeno CD3, (ii) en PBMC de
pacientes infectados con el VIH que expresan el antigeno CD3 pero no el antigeno CD4, ni (ii) en PBMC de
pacientes infectados con el VIH que expresan el antigeno CD8. Particularmente, el nivel de expresion de la proteina
NKp44L esta potenciado ademas en células T CD4" activadas, tales como células T CD4" activadas por PHA, de
individuos infectados con el VIH.

Ademas, se ha demostrado segun la invenciéon que un mayor nivel de expresion de la proteina NKp44L esta
correlacionado con la disminucién en el nimero de células T CD4" que se observa en pacientes infectados con el
VIH, de este modo en pacientes que sufren una progresion de SIDA. En consecuencia, el nivel de expresion de la
proteina NKp44L es indicativo del estado inmunolégico de un paciente infectado con el VIH.

Adicionalmente, se ha descubierto segun la invencién que un incremento en la expresion de la proteina NKp44L esta
correlacionado con un aumento de la carga viral del VIH en los pacientes ensayados. De este modo, el nivel de
expresion de la proteina NKp44L también es indicativo del estado de la actividad replicativa del virus VIH en los
pacientes infectados.

En otro aspecto, también se ha descubierto segun la invencién que las células T CD4" de pacientes infectados con
el VIH, y especialmente células T CD4+ que expresan la proteina NKp44L, consisten en dianas especificas para su
citolisis por células asesinas naturales (NK), particularmente células NK activadas, y especialmente células NK
autologas procedentes del mismo paciente.

De forma importante, se ha demostrado que las células NK de un individuo infectado por el VIH son activadas
especificamente, mediante un mecanismo de disparo no dependiente del MHC, por las células T CD4" autélogas
gue expresan la proteina NKp44L.

En consecuencia, se ha determinado segin la presente invencién que la expresién de NKp44L por las células T
CD4+ de pacientes infectados con el VIH es de una relevancia biolégica importante en el contexto de la progresion
de la enfermedad del SIDA, y especialmente en relacion con la evolucién de la inmunodeficiencia que va paralela
con la aparicion de las diversas enfermedades relacionadas con SIDA.

En otras palabras, se ha encontrado segun la invencién una correlacion estadisticamente significativa entre el nivel
de expresién de la proteina NKp44L en la superficie membranaria de las células T CD4" recogidas de individuos
infectados con el VIH y la progresion o estado de avance de la enfermedad infecciosa, especialmente en cuanto al
desarrollo de la inmunodeficiencia del paciente provocada por el agotamiento progresivo de sus células T CD4".

Se concluye a partir de los resultados experimentales obtenidos que se describen brevemente anteriormente que el
nivel de expresion de la proteina NKp44L en las PBMC, y mas especificamente el nivel de expresion de la proteina
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NKp44L por las células T CD4" contenidas en la poblacién de células PBMC, revela que consiste en un marcador
biolégico exacto del estado de progresion de la infeccién de un individuo con un virus del VIH. Ademas, el nivel de
expresion de la proteina NKp44L consiste en un nuevo marcador biolégico del estado de avance de la infeccién por
VIH dotado con una significancia biolégica muy elevada, puesto que se ha mostrado que NKp44L expresada por las
células T CD4" dispara las células NK autélogas y activa estas células NK para la citélisis especifica de las células T
CD4", mediante un reconocimiento no dependiente del MHC de las células T CD4" por las células NK activadas. En
este contexto particular, la proteina NKp44L expresada por las células T CD4" del paciente infectado con el VIH
activa a las células NK a través de la unién especifica de la proteina NKp44L a su contraparte receptora especifica
que se expresa en la superficie membranaria de las células NK, a saber, la proteina receptora de NKp44 que ya se
ha descrito por Cantoni et al. (1999) y por Vitale et al. (1998).

Ademas, la proteina NKp44L se ha aislado con anterioridad por otra entidad inventora, y esta proteina ya se ha
demostrado que es expresada en diversos tipos de estirpes celulares tumorales. Todavia mas, la NKp44L expresada
por ciertas células tumorales ha demostrado ser un ligando que se une especificamente a la proteina receptora de
NKp44 citada anteriormente, proteina receptora la cual es expresada por las células NK, incluyendo las células NK
activadas. También se ha mostrado con anterioridad por esta entidad inventora que la proteina receptora de NKp44
gue es expresada por las células NK activadas puede ser responsable de al menos parte de la citélisis de células
tumorales efectuada por células NK activadas (informacién no publicada).

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos han permitido llevar a cabo diversos procedimientos que hacen uso
de la proteina NKp44L como un nuevo marcador biolégicamente relevante de la progresion de la enfermedad para
individuos ya diagnosticados por haber sido infectados por el VIH.

Ademas, se ha descubierto sorprendentemente que un polipéptido especifico, derivado de la proteina gp41 del VIH,
potencia notablemente la expresién de la proteina Nkp44L en la superficie membranaria de las células T CD4".

También se ha determinado segun la presente invencion que la lisis por las células NK de las células T CD4+ de
pacientes infectados con el VIH depende de ese polipéptido del VIH especifico.

gp4l del VIH-1 estd compuesta de tres dominios, un dominio extracelular (ectodominio), un dominio
transmembranario y un dominio intracelular (endodominio). El ectodominio de gp4l contiene tres regiones
funcionales principales, es decir, el péptido de fusién situado en el término N de gp41, seguido por dos repeticiones
de 4-3 heptadas adyacentes a las partes Ny C-terminales del ectodominio de gp41, designadas NHR (repeticion de
heptada N-terminal) y CHR (repeticion de heptada C-terminal), respectivamente. Las repeticiones N- y C-terminales
también se denominan como “HR1” y “HR2".

Ambas regiones NHR y CHR funcionan como estructuras esenciales requeridas para cambios conformacionales
durante el proceso de fusién membranaria entre el VIH-1y las células T CD4".

Sorprendentemente, se ha descubierto que un péptido corto, derivado de la proteina gp41, que esta situado entre
las regiones HR1 y HR2 bien conocidas, induce la expresion superficial de NKp44L en células T CD4".

En otras palabras, se ha identificado un péptido corto derivado de la proteina gp41 del VIH, que es responsable de la
expresion de NKp44L en la superficie, y también de este modo de la lisis de las células T CD4+ por las células NK
endogenas.
Estos resultados obtenidos han permitido llevar a cabo procedimientos de cribado, que utilizan un péptido especifico
derivado de gp4l como una nueva diana para agentes terapéuticos, distinta de las regiones HR1 y HR2 bien
conocidas.

De forma importante, también se ha demostrado que la proteina NKp44L es expresada en la superficie de células
tumorales, y que esta expresion de NKp44L es inducida o potenciada por dicho péptido corto derivado de gp41.

De este modo, segun la invencion, dicho péptido corto derivado de gp41 se puede usar para expresar NKp44L en la
superficie de células tumorales e inducir después su lisis especifica por células NK.

En consecuencia, la invencion se refiere a procedimientos terapéuticos, y a composiciones farmacéuticas, que
comprenden un polipéptido como se menciona anteriormente, para preparar composiciones farmacéuticas contra el
cancer.

Los procedimientos de cribado y las composiciones relacionadas mencionadas anteriormente se describiran con
detalle en la parte titulada “Otros procedimientos y composiciones segun la invencion”.

Procedimientos de diagndstico in vitro de la invencién

Un primer objeto de la presente invencion consiste en un procedimiento para la evaluacién in vitro del estado de
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progresion de la infeccion de un individuo con un virus del VIH, en el que dicho procedimiento comprende las etapas
de

(a) incubar dicha muestra biolégica con un compuesto ligando que se une especificamente sobre la proteina
NKp44L de SEC ID N°1, o sobre su parte del dominio extracelular; en el que el ligando se selecciona de entre
el grupo que consiste en (i) un anticuerpo dirigido a la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o sobre su parte del
dominio extracelular, y (ii) la proteina NKp44 de SEC ID N°2, o un polipéptido que comprende la parte del
dominio extracelular de la misma; y

(b) medir la cantidad de dicho compuesto ligando que esta unido a las células T CD4", con lo que dicha cantidad
medida de dicho compuesto ligando unido es indicativa del estado de progresion de la infeccion viral.

Como se usa en la presente memoria, un virus del “VIH” consiste en un virus VIH-1 o un virus VIH-2, y mas
particularmente cualquier cepa o aislado virico de un virus VIH-1 o VIH-2.

Como se usa en la presente memoria, la “evaluacion del estado de progresion” de la infeccion consiste en datos
experimentales brutos indicativos del estado inmunolégico del paciente ensayado infectado con el VIH, puesto que,
como ya se ha mencionado anteriormente, existe una correlacion estadisticamente relevante entre (A) la expresion
de la proteina NKp44L en la superficie celular de las células T CD4" y (B) (i) la tasa de células T CD4" de dicho
paciente o (ii) el nivel de actividad de citdlisis por células NK frente a las células T CD4" de dicho paciente. De este
modo, segln la invencién, cuanto mas es expresada la proteina NKp44L por las células T CD4", méas habra
progresado la enfermedad del VIH en dicho paciente. De hecho, la sola medida del nivel de expresion de la proteina
NKp44L puede no ser suficiente para un diagnéstico, o prondstico, clinico exacto global del estado de la progresion
de la enfermedad en el paciente ensayado. De este modo, la medida del nivel de expresion de la NKp44L se puede
completar mediante, o combinar con, otros marcadores de diagndstico o de prondstico de la enfermedad, por
ejemplo uno de los marcadores de la técnica anterior que se ha citado previamente en la presente memoria
descriptiva.

Como se usa en la presente memoria, la “parte del dominio extracelular” de la proteina NKp44L de SEC ID N°1
consiste en un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos que comienza desde el aminoéacido situado
en la posicion 928 y que termina en el aminoacido en la posicion 1168 de la secuencia de aminoacidos SEC ID N°1.

Como se usa en la presente memoria, el “compuesto ligando” consiste en cualquier molécula, ya sea (i) una
molécula de origen natural o producida naturalmente que se ha purificado de su entorno biolégico o (ii) una molécula
gue se ha fabricado mediante sintesis biolégica o quimica parcial (hemisintesis) o (iii) una molécula que se ha
preparado mediante sintesis bioldgica o quimica total. Dicho compuesto ligando se debe de unir especificamente
(selectivamente) a la proteina NKp44L, lo que significa, en el contexto de la presente invencién, que dicho
compuesto ligando, cuando se incuba en una muestra biolégica que contiene células humanas, se une
exclusivamente a la NKp44L expresada por al menos algunas de estas células humanas, y de este modo, por el
contrario, no se une de manera detectable a proteinas expresadas por estas células que son distintas de NKp44L o
de la parte de la proteina NKp44L que esta expuesta en la superficie membranaria de las células T CD4". Todavia
mas preferentemente, la muestra bioldgica se selecciona de entre el grupo que consiste en (i) una muestra de
sangre completa, (ii) una suspension de células mononucleares y polimorfonucleares periféricas purificada a partir
de una muestra de sangre completa, (iii) una suspension de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
purificadas a partir de una muestra de sangre completa, (iv) una suspensién de células T purificada a partir de una
muestra de sangre completa, y (v) una suspensién de células T CD4" purificada a partir de una muestra de sangre
completa.

Como se usa en la presente memoria, la “cantidad” del compuesto ligando que esta unido a las células T CD4"
significa principalmente la relacién o porcentaje de células T CD4" contenidas en la muestra biolégica del ensayo
que se unen a dicho compuesto ligando, o, en otras palabras, la relacién de células T CD4" contenidas en la
muestra bioldgica del ensayo que expresan la proteina NKp44L. En otra forma realizacion, para medir la “cantidad”
de dicho compuesto ligando que esta unido a las células T CD4", también se tiene en cuenta la cantidad del
compuesto ligando, por ejemplo el nimero de moléculas del compuesto ligando, que esta unido a cada célula que
expresa la proteina NKp44L. De forma ilustrativa, la “cantidad” de dicho compuesto ligando que esta unido a las
células T CD4" se puede expresar como la relacién, preferiblemente en porcentaje, de las células T CD4+
contenidas en la muestra de ensayo para la que la expresion de la proteina NKp44L en su superficie membranaria
es detectable a través de la union especifica de dicho compuesto ligando sobre la proteina NKp44L expresada.

Debido a que se ha demostrado que existe una correlacion entre el nivel de expresion de la proteina NKp44L por las
células T CD4" de un paciente infectado por el VIH y el nimero de células T CD4" de dicho paciente, otro objeto de
la presente invencién consiste en un procedimiento para la determinacién in vitro de la relacién de células T CD4"
presentes en una muestra biolégica que contiene células sanguineas recogida de un paciente infectado con un virus
del VIH, en el que dicho procedimiento comprende las etapas de:

(a) incubar dicha muestra biolégica con un compuesto ligando que se une especificamente sobre la proteina
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NKp44L de SEC ID N°1, o sobre su parte del dominio extracelular, en el que el ligando se selecciona de entre
el grupo que consiste en (i) un anticuerpo dirigido a la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o sobre su parte del
dominio extracelular, y (ii) la proteina NKp44 de SEC ID N°2, o un polipéptido que comprende la parte del
dominio extracelular de la misma; y

(b) medir la cantidad de dicho compuesto ligando que esta unido a las células T CD4", con lo que dicha cantidad
medida de dicho compuesto ligando unido es indicativa de la tasa de células T CD4" contenidas en dicha
muestra biologica.

Como se usa en la presente memoria, la “tasa” de células T CD4" contenidas en la muestra biolégica del ensayo
consiste en el nimero de células T CD4" que se encuentran en el volumen inicial de sangre completa a partir de la
que se ha preparado la muestra biolégica del ensayo. Por ejemplo, la tasa de las células T CD4" se puede expresar
como el nimero de células T CD4" por mm? de la muestra de sangre completa inicial que se uso6 para preparar dicha
muestra bioldgica.

Segun el procedimiento anterior, la tasa de las células T CD4" del paciente que se ensaya se puede determinar
facilmente por el experto en la materia, por ejemplo refiriéndose a una curva de control estandar en la que cada valor
de la tasa de células T CD4" se representa graficamente frente a los valores del nivel de expresién de NKp44L
obtenidos de ensayos previos simultaneos, como se muestra en los ejemplos en la presente memoria. En esta forma
de realizacion, el experto en la materia mide en primer lugar el nivel de expresién de NKp44L segun el procedimiento
anterior, y después determina, a partir de la curva de control estandar, la tasa de células T CD4" correspondiente.
Por ejemplo, el experto en la materia puede usar, como curva estandar, aquella que se muestra en la figura 1B.

Puesto que, como ya se ha descrito anteriormente, la definicién de caso de SIDA en adultos y adolescentes se ha
ampliado para incluir la infeccién por VIH en un individuo con un recuento de células T CD4" menor que 200 células
por mm?, y que existe una correlacion estricta entre la tasa de células T CD4" en un individuo infectado por el VIH y
el nivel de expresion de la proteina NKp44L por dichas células T CD4", entonces se puede evaluar pertinentemente
el estado de progresion de la enfermedad en un individuo infectado por el VIH midiendo dicho nivel de expresion de
NKp44L, midiendo la cantidad del compuesto ligando definido anteriormente que esta unido a las células T CD4" de
dicho individuo, llevando a cabo el primer procedimiento descrito anteriormente. Por ejemplo, un paciente dado se
incluird como un caso de SIDA si el valor del nivel de expresion de la proteina NKp44L es superior al 20 por ciento
de las células T CD4+ de la muestra bioldgica del ensayo que expresan la proteina NKp44L, segln se revela
mediante la unién especifica del compuesto ligando sobre la proteina NKp44L expresada, puesto que el valor de la
cantidad del 20 por ciento se corresponde a menos de 200 células T CD4+ por mm3, como se muestra en la figura
1B.

Debido a que se ha demostrado que existe una correlacion entre el nivel de expresion de la proteina NKp44L por las
células T CD4" de un paciente infectado con el VIH y la carga viral del VIH de dicho paciente, un objeto adicional de
la invencion consiste en un procedimiento para la determinacion in vitro de la carga viral del VIH de una muestra
biologica que contiene células sanguineas recogida de un paciente infectado con un virus del VIH, en el que dicho
procedimiento comprende las etapas de:

(a) incubar dicha muestra bioldgica con un compuesto ligando que se une especificamente sobre la proteina
NKp44L de SEC ID N°1, o sobre su parte del dominio extracelular, en el que el ligando se selecciona de entre
el grupo que consiste en (i) un anticuerpo dirigido a la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o sobre su parte del
dominio extracelular, y (ii) la proteina NKp44 de SEC ID N°2, o un polipéptido que comprende la parte del
dominio extracelular de la misma; y

(b) medir la cantidad de dicho compuesto ligando que esta unido a las células T CD4", con lo que dicha cantidad
medida de dicho compuesto ligando unido es indicativa de la carga viral del VIH de dicha muestra biolégica.

Segun el procedimiento anterior, la carga viral del VIH del paciente que se ensaya se puede determinar facilmente
por el experto en la materia, por ejemplo haciendo referencia a una curva de control estdndar en la que cada valor
de la carga viral del VIH se representa graficamente frente a los valores del nivel de expresion de NKp44L obtenidos
de ensayos previos 0 simultaneos, como se muestra en los ejemplos en la presente memoria. En esta forma de
realizacién, el experto en la materia mide en primer lugar el nivel de expresién de NKp44L segun el procedimiento
anterior, y después determina, a partir de la curva de control estandar, la carga viral del VIH correspondiente. Por
ejemplo, el experto en la materia puede usar, como curva estandar, aquella que se muestra en la figura 1C.

En una forma de realizacion preferida de uno cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente, la muestra
bioldgica se selecciona de entre el grupo que consiste en (i) una muestra de sangre completa, (ii) una suspensién de
células mononucleares y polimorfonucleares periféricas purificada a partir de una muestra de sangre completa, (iii)
una suspension de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) purificadas a partir de una muestra de
sangre completa, (iv) una suspensién de células T purificada a partir de una muestra de sangre completa, y (v) una
suspension de células T CD4" purificada a partir de una muestra de sangre completa, por ejemplo segin el
procedimiento ensefiado en los ejemplos en la presente memoria.
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En una primera forma de realizacion preferida del compuesto ligando usado en uno cualquiera de los procedimientos
anteriores, dicho compuesto ligando consiste en un anticuerpo dirigido a la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o en un
anticuerpo dirigido a la parte del dominio extracelular de la misma. Segin esta primera forma de realizacion
preferida, dicho compuesto ligando consiste en un compuesto ligando producido mediante sintesis biolégica parcial
o completa, como se define previamente.

Dicho anticuerpo anti-NKp44L puede consistir en un anticuerpo policlonal que se puede obtener (i) administrando
una cantidad inmunolégicamente eficaz de la proteina NKp44L purificada a un animal, preferiblemente en
combinacién con un adyuvante de inmunidad, tal como el adyuvante completo de Freund, (ii) recoger entonces la
sangre completa del animal inmunizado, y (iii) purificar los anticuerpos policlonales anti-NKp44L, tal como, por
ejemplo, usando un sustrato de cromatografia de inmunoafinidad sobre el que se ha inmovilizado previamente la
proteina NKp44L purificada. Estas técnicas para obtener anticuerpos policlonales purificados son bien conocidos por
el experto en la materia.

Dicho anticuerpo anti-NKp44L puede consistir en un anticuerpo policlonal, en cuyo caso dicho anticuerpo anti-
NKp44L se puede preparar a partir de hibridomas obtenidos tras la fusion de células B de animales inmunizados
contra la proteina NKp44L purificada con células de mieloma, segun la técnica bien conocida descrita por Kohler y
Milstein en 1975.

Dicho anticuerpo anti-NKp44L también puede consistir en un anticuerpo que se ha producido mediante la técnica de
trioma, o mediante la técnica de hibridoma de células B humanas descrita por Kozbor et al. en 1983.

Dicho anticuerpo anti-NKp44L también puede consistir en fragmentos de anticuerpos Fv monocatenarios (patente
US n° 4.946.778; Martineau et al., 1998), en fragmentos de anticuerpos obtenidos a través de librerias de
presentacion de fagos (Ridder at al., 1995) o en anticuerpos humanizados (Reinmann et al., 1997; Leger et al.,
1997).

Todavia mas preferentemente, el anticuerpo anti-NKp44L consiste en un anticuerpo monoclonal que se obtiene
mediante las siguientes etapas:

(i) preparar un lote de proteina NKp44L recombinante purificada de SEC ID N°1;

(ii) inmunizar ratones, por ejemplo ratones BALB/c, con una cantidad eficaz de la proteina NKp44L purificada
proporcionada en la etapa (i), por ejemplo a través de tres inyecciones sucesivas de dicha proteina
purificada, cada una espaciada por un periodo de tiempo de un mes;

(iii) preparar estirpes celulares de hibridomas mediante fusion de las células B purificadas de los ratones
inmunizados en la etapa (ii), por ejemplo usando el kit de clonacién de hibridomas ClonaCell-HY segln las
instrucciones del fabricante (StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC, Canada);

(iv) cultivar clones de las estirpes celulares de hibridoma preparadas en la etapa (iii) y seleccionar el clon o
clones que segregan un anticuerpo monoclonal dirigido a la proteina NKp44L; y

(v) purificar los anticuerpos monoclonales producidos mediante los clones de células de hibridoma que se han
seleccionado en la etapa (iv).

Un clon de células de hibridoma mas preferido que produce un anticuerpo monoclonal anti-NKp44L consiste en la
estirpe celular de hibridoma NKp44L # 7.1. Los anticuerpos monoclonales anti-NKp44 y anti-NKp44L se preparan
preferiblemente tal como se ensefia en los ejemplos.

Para preparar un lote de proteina NKp44L recombinante purificada de SEC ID N°1 en la etapa (i) del procedimiento
anterior, el experto en la materia puede llevar a cabo un procedimiento que comprende las siguientes etapas:

(i) transfectar un hospedante celular receptor, preferiblemente una estirpe celular de mamifero tal como células
COS-7, con un vector de expresion en el que se ha insertado un &cido nucleico que codifica la proteina
Nkp44L de SEC ID N°1, preferiblemente un acido nucleico de SEC ID N°3, o un polipéptido que comprende
su dominio extracelular, y en el que dicho acido nucleico esta enlazado operablemente a sefiales de
expresion que comprenden al menos un promotor que es funcional en dicho hospedante celular receptor, de
manera que el hospedante celular transfectado resultante produce realmente la proteina NKp44L, cuando se
coloca en condiciones de cultivo apropiadas;

(i) cultivar el hospedante celular transfectado en un medio de cultivo apropiado, de manera que se produce la
proteina NKp44L, o la parte extracelular de la misma,;

(iii) recoger la proteina NKp44L, o la parte extracelular de la misma, a partir del sobrenadante del cultivo celular o
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a partir del lisado celular del hospedante celular transfectado cultivado;

(iv) purificar la proteina NKp44L, o su parte extracelular, recogida en la etapa (iii), por ejemplo a través de un
sustrato cromatografico de inmunoafinidad sobre el cual se han inmovilizado previamente anticuerpos anti-
NKp44L, o como alternativa proteinas NKp44 purificadas.

Un procedimiento preferido para preparar NKp44L purificada se muestra en los ejemplos en la presente memoria.

En una segunda forma de realizacion del compuesto ligando usado en uno cualquiera de los procedimientos
anteriores, dicho compuesto ligando consiste en la proteina NKp44 purificada de SEC ID N°2, o un polipéptido que
comprende la parte del dominio extracelular de la misma. Esta segunda forma de realizacién ilustra una forma de
realizacién adicional en la que el compuesto ligando se produce mediante sintesis biolégica completa.

Como se usa en la presente memoria, la parte del dominio extracelular de la proteina NKp44 estéa situada en la parte
N-terminal de la proteina NKp44 de SEC ID N°2 y consiste en la secuencia de aminoacidos que comienza desde el
resto de aminod&cido en la posicion 22 y termina en el resto de aminoacido en la posicion 169 de SEC ID N°2.

Para producir la proteina NKp44, o la parte del dominio extracelular de la misma, en forma purificada, el experto en
la materia se referird ventajosamente a los procedimientos descritos por Cantoni et al. (1999). Por ejemplo, la
proteina recombinante NKp44 se puede preparar en una forma purificada mediante las siguientes etapas:

(i) transfectar un hospedante celular receptor, preferiblemente una estirpe celular de mamifero tal como células
COS-7, con un vector de expresion en el que se ha insertado un &cido nucleico que codifica la proteina
Nkp44 de SEC ID N°2, preferiblemente un acido nucleico de SEC ID N°4, o un polipéptido que comprende el
dominio extracelular de la misma, y en el que dicho &cido nucleico esta enlazado operablemente a sefiales de
expresion que comprenden al menos un promotor que es funcional en dicho hospedante celular receptor, de
manera que el hospedante celular transfectado resultante produce realmente la proteina NKp44, cuando se
coloca en condiciones de cultivo apropiadas;

(i) cultivar el hospedante celular transfectado en un medio de cultivo apropiado, de manera que se produce la
proteina NKp44, o la parte extracelular de la misma;

(iii) recoger la proteina NKp44, o la parte extracelular de la misma, a partir del sobrenadante del cultivo celular o
a partir del lisado celular del hospedante celular transfectado cultivado;

(iv) purificar la proteina NKp44, o la parte extracelular de la misma, recogida en la etapa (iii), por ejemplo
mediante sustrato cromatografico de inmunoafinidad sobre el que se han inmovilizado previamente
anticuerpos anti-NKp44, o como alternativa proteinas NKp44L purificadas.

Para llevar a cabo la medida de la cantidad de dicho compuesto ligando que se ha unido a las células T CD4", en la
etapa (b) de uno cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente, lo méas preferido es que dicho compuesto
ligando esté marcado con una molécula detectable, de manera que la medicidn consista en detectar una sefial fisica
producida por dicha molécula detectable, y en el que el valor de dicha sefial fisica que se obtiene refleje la cantidad
de dicho compuesto ligando que esta unido a la proteina NKp44L expresada por las células T CD4" contenidas en la
muestra bioldgica inicialmente recogida del paciente infectado por el VIH.

Segun un primer aspecto preferido, dicha molécula detectable consiste en una molécula radioactiva, por ejemplo
cuando el compuesto ligando esta marcado él mismo radioactivamente, a través de técnicas convencionales, o
también cuando el compuesto ligando también se une a una molécula detectable marcada radioactivamente.

Segun este primer aspecto preferido, dicha molécula radioactiva se marca con un is6topo radioactivo seleccionado
de entre el grupo que consiste en [32P], [3H] y [358].

Segun un segundo aspecto preferido, dicha molécula detectable consiste en una molécula fluorescente.

Segun este segundo aspecto preferido, dicha molécula fluorescente se selecciona muy preferiblemente del grupo
gue consiste en proteina fluorescente verde (GFP) y la proteina fluorescente amarilla (YFP), que son ambas bien
conocidas por el experto en la materia. llustrativamente, dicha molécula fluorescente consiste en la proteina FITC
fluoroinformadora, y para el marcaje se puede usar para el kit de marcaje con FITC que estd comercializado por
Molecular Probes Inc. (U.S.A.).

Segun un tercer aspecto preferido, dicha molécula detectable consiste en una molécula luminiscente.

Segun esta tercera forma de realizacion preferida, dicha molécula luminiscente se selecciona muy preferiblemente
del grupo que consiste en luciferasa.
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Segun un cuarto aspecto preferido, dicha molécula detectable consiste en un receptor que es reconocido de forma
selectiva por una molécula ligando.

Segun este cuarto aspecto preferido, dicha molécula detectable consiste en una biotina, muy preferiblemente en
forma de un compuesto ligando biotinilado, en cuyo caso la molécula ligando correspondiente consiste en una
molécula que contiene una avidina o una estreptavidina, estando dicha molécula ligando (i) marcada
radioactivamente, (ii) es fluorescente, o (iii) es luminiscente, de manera que se puede producir la sefial fisica que se
detecta para medir el nivel de expresién de la protefina NKp44L por las células T CD4".

En la etapa (b) de uno cualquiera de los procedimientos segun la invencién, la medicion de la cantidad del
compuesto ligando que esta unido a la proteina NKp44L expresada por las células T CD4" contenidas en la muestra
de ensayo se puede llevar a cabo usando una cualquiera de las diversas técnicas que permiten medir la unién de un
compuesto, y especialmente de un compuesto detectable, sobre la superficie membranaria de las células, que ya
estan disponibles para el experto en la materia.

Todavia méas preferentemente, la etapa (b) de uno cualquiera de los procedimientos anteriores se lleva a cabo
realizando un andlisis mediante citometria de flujo de la muestra biolégica, usando diversos marcadores detectables,
muy preferiblemente diversos marcadores fluorescentes, incluyendo el compuesto ligando detectable que se une
especificamente a la proteina NKp44L.

En una forma de realizacién preferida, el analisis mediante citometria de flujo se lleva a cabo con al menos dos
marcadores detectables, muy preferiblemente dos marcadores fluorescentes, respectivamente (i) el compuesto
ligando detectable que se une especificamente sobre la proteina NKp44L, o sobre la parte del dominio extracelular
de la misma, y (ii) un marcador detectable que se une especificamente sobre el antigeno CD4, muy preferiblemente
un anticuerpo dirigido al antigeno CD4. Muy preferiblemente, (i) el compuesto ligando detectable se marca
fluorescentemente para emitir una sefial fluorescente a una primera longitud de onda dada con la excitacion
apropiada de la luz, y (ii) el marcador detectable que se une al antigeno CD4 se marca fluorescentemente para
emitir una sefial fluorescente a una segunda longitud de onda dada, distinta de la primera longitud de onda dada,
con la excitacion apropiada de la luz.

Cuando se usa la combinacién de dos marcadores detectables anteriores, (i) el nimero total de células T CD4"
contenidas en la muestra bioldgica del ensayo se determina contando, mediante analisis citométrico de flujo bicolor,
el nimero de células que emiten luz a la segunda longitud de onda dada que corresponde al marcador marcado
fluorescentemente que se une al antigeno CD4, y (ii) el nUmero de células contenidas en la muestra biol6gica del
ensayo que expresan la proteina NKp44L se determina contando, mediante andlisis citométrico de flujo bicolor, el
numero de células que emiten luz a la primera longitud de onda dada que corresponde al compuesto ligando
marcado fluorescentemente que se une especificamente a la proteina NKp44L, de manera que entonces se calcula
la relacion de células T CD4+ procedentes de la muestra que expresan la proteina NKp44L.

En una primera forma de realizacion especifica del procedimiento de medicion anterior mediante andlisis citométrico
de flujo bicolor, la relacién de células T CD4" que expresan la proteina NKp44L se determina mediante la deteccién
simultanea de luz emisora a (i) la segunda longitud de onda dada que corresponde al marcador marcado
fluorescentemente que se une al antigeno CD4, y a (ii) la primera longitud de onda dada que corresponde al
compuesto marcado fluorescentemente que se une a la proteina NKp44L, de manera que entonces se calcula
directamente la relacién de células T CD4+ procedentes de la muestra que expresan la proteina NKp44L.

En una segunda forma de realizacion preferida de uno cualquiera de los procedimientos de la presente invencién, la
etapa (b) de medida de la cantidad de dicho compuesto ligando que esta unido a las células T CD4" consiste en
numerar mediante microscopia, incluyendo microscopia confocal, las células contenidas en dicha muestra bioldgica
sobre las cuales estd unido dicho compuesto ligando. Segun esta segunda forma de realizacion preferida, los
reactivos para llevar a cabo las medidas son preferiblemente los mismos que aquellos que se describen
anteriormente para llevar a cabo el analisis citométrico de flujo.

Otro objeto de la invencién consiste en un kit para la evaluacion in vitro del estado de progresion de la infeccién de
un individuo con un virus del VIH, en el que dicho kit comprende:

(i) un compuesto ligando que se une especificamente a la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o a la parte del
dominio extracelular de la misma, en el que el ligando se selecciona de entre el grupo que consiste en (i) un
anticuerpo dirigido a la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o sobre la parte del dominio extracelular de la
misma, y (ii) la proteina NKp44 de SEC ID N°2, o un polipéptido que comprende la parte del dominio
extracelular de la misma;

(i) una molécula marcadora que se une especificamente al antigeno CD4.

El kit como se define anteriormente también se puede usar para, respectivamente:
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(i) la determinacion in vitro de la relacién de células T CD4" presentes en una muestra biolégica que contiene
células sanguineas recogidas de un paciente infectado con un virus del VIH; y para

(ii) la determinacién in vitro de la carga viral del VIH de una muestra biolégica que contiene células sanguineas
recogidas de un paciente infectado con un virus del VIH.

En los kits de la invencién anteriores, el compuesto ligando comprende las diversas formas de realizaciéon de dicho
compuesto ligando que se han descrito previamente en la presente memoria descriptiva.

En los kits de la invencién anteriores, la molécula marcadora que se une especificamente al antigeno CD4 engloba
las diversas formas de realizacién de dicho compuesto de molécula marcadora que se han descrito previamente en
la presente memoria descriptiva.

Todavia mas preferentemente, tanto (i) el compuesto ligando como (i) la molécula marcadora se marcan
fluorescentemente de forma diferencial, como ya se ha descrito anteriormente.

Todavia méas preferentemente, el compuesto ligando marcado consiste en un anticuerpo monoclonal marcado que
se une especificamente a la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o a la parte del dominio extracelular de la misma.

Todavia més preferentemente, la molécula del marcador marcado consiste en un anticuerpo monoclonal anti-CD4,
tal como el disponible en la American Type Culture Collection con el nimero de acceso ATTC-CRL-8002.

Como se detallara a continuacion, los resultados experimentales obtenidos segun la presente invencion se extienden
al campo terapéutico para el tratamiento de una infeccion con un virus del VIH, y la presente invencion también se
refiere asi a procedimientos para el cribado de compuestos terapéuticamente activos, a composiciones
farmacéuticas, asi como a procedimientos para tratar pacientes que estan infectados con el VIH.

Procedimientos de cribado, composiciones farmacéuticas y procedimientos de tratamiento de lainvencién.

Se ha demostrado segun la invencién que la cit6lisis por células NK no dependiente del MHC contra las células T
CD4" que expresa la proteina NKp44L es bloqueada cuando se evita la unién entre la proteina NKp44L expresada
por las células T CD4" y la proteina receptora de NKp44 expresada por las células NK activadas.

Mas especificamente, se muestra en los ejemplos que la cit6lisis por células NK no dependiente del MHC contra las
células T CD4" que expresan la proteina NKp44L esta bloqueada cuando se afiade un anticuerpo monoclonal
dirigido a la proteina NKp44L a una suspensioén celular de sangre completa recogida de un paciente infectado con el
VIH. Estos resultados experimentales obtenidos significan que la unién del anticuerpo monoclonal anterior a la
proteina NKp44L que es expresada en la superficie membranaria de las células T CD4" evita el reconocimiento de
las células T CD4" procedentes del paciente infectado con el VIH por las células NK, a través de la unién especifica
de la proteina receptora NKp44 a la proteina NKp44L, evitando asi eficientemente la citélisis de las células T CD4"
por dichas células NK que se produciria de otro modo, con lo que se desarrolla la inmunodeficiencia del paciente
infectado con el VIH.

De este modo, se muestra segun la invencién que cualquier compuesto que actla biolégicamente evitando la unién
especifica de la proteina receptora NKp44 de células NK a la proteina NKp44L de células T CD4" es (til como
agente terapéutico que inhibe o bloquea la citdlisis de células T CD4" por las células NK en individuos infectados con
un virus del VIH. Mas especificamente, cualquier compuesto que evita la union especifica de la proteina receptora
NKp44 de las células NK a la proteina NKp44L de células T CD4", ya sea (i) mediante la unién especifica a la
proteina receptora NKp44 expresada por las células NK o (ii) mediante la unién especifica a la proteina NKp44L
expresada por las células T CD4" del paciente infectado con el VIH, es (til como agente terapéutico que inhibe o
bloquea la citélisis de células T CD4" por las células NK en individuos infectados con un virus del VIH.

De este modo, segun la invencién, cualquiera de tal agente o compuesto terapéuticamente Util se puede cribar de
forma eficaz por cualquier procedimiento en el que se detecte la union o la ausencia de unién entre la proteina
receptora NKp44 y la proteina NKp44L.

Procedimientos de cribado de la invencion.

De este modo, otro objeto de la presente invencion consiste en un procedimiento para el cribado in vitro de
compuestos para evitar o tratar una enfermedad relacionada con la infeccion de un individuo con un virus del VIH, en
el que dicho procedimiento comprende las etapas de:

(a) incubar un compuesto candidato que se va a someter a prueba con un sistema de cribado en un disolvente
liquido, en el que dicho sistema de cribado comprende:

(i) una primera pareja que expone al disolvente una pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC
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ID N°1, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular
de la misma;

(ii) una segunda pareja que expone al disolvente una pluralidad de moléculas de la proteina receptora NKp44
de SEC ID N°2, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio
extracelular de la misma;

en el que (iii) la pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o la pluralidad de
moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma, por un lado, y
(iv) la pluralidad de moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o la pluralidad de
moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma, por otro lado,
son capaces de unirse entre si;

(b) cuantificar la unién de (iii) la pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o la pluralidad de
moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma a (iv) la pluralidad
de moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o la pluralidad de moléculas de un polipéptido
gue comprende la parte del dominio extracelular de la misma;

(c) comparar la union que se cuantifica en la etapa (b) con la unién que se cuantifica cuando se lleva a cabo la
etapa (a) en ausencia de dicho compuesto candidato;

(d) seleccionar de forma positiva el compuesto candidato como agente terapéutico cuando dicho compuesto
candidato inhibe o bloquea la unién de (jii) la pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC ID N°1,
o la pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma a
(iv) la pluralidad de moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o la pluralidad de moléculas de
un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma.

En el sistema de cribado anterior, la disolucion liquida, en el que dicha disolucién liquida también se puede
denominar como “disolvente”, es preferiblemente una disolucién acuosa, incluyendo una disolucién acuosa salina, y
en el que dicha disolucién acuosa salina engloba cualquier medio apropiado para cultivar células, preferiblemente
células de mamiferos, y muy preferiblemente células humanas.

En el sistema de cribado que se usa cuando se lleva a cabo el procedimiento de cribado anterior, las primera y
segunda “parejas” se seleccionan independientemente del grupo que consiste en (i) una pluralidad de moléculas de
la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del
dominio extracelular de la misma, o como alternativa, una pluralidad de moléculas de la proteina receptora NKp44
de SEC ID N°2, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de
la misma, o (ii) un material sustrato sobre el que esta unida una pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de
SEC ID N°1, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la
misma, 0 como alternativa, una pluralidad de moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o una
pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma, en el que
dicho material de sustrato engloba células que expresan en su superficie membranaria, de manera expuesta al
disolvente, una pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o una pluralidad de moléculas de un
polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma, o como alternativa, una pluralidad de
moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que
comprende la parte del dominio extracelular de la misma.

Los compuestos candidatos que se pueden cribar segun el procedimiento de cribado anterior pueden ser de
cualquier tipo, incluyendo, sin limitarse a, compuestos o moléculas naturales o sintéticos de origen biologico, tales
como polipéptidos.

En una forma de realizacién particular del procedimiento de cribado, el compuesto candidato consiste en el producto
de expresion de un inserto de ADN contenido en un vector fagico, tal como se describe por Parmley y Smith (1988).
Especificamente, se usan librerias de péptidos al azar. Los insertos de ADN al azar codifican péptidos de una
longitud de 8 a 20 aminoacidos (Oldenburg et al., 1992; Valadon et al., 1996; Lucas, 1994; Westerink, 1995; Felici et
al.,, 1991). Segin esta realizaciéon particular, los fagos recombinantes que expresan un polipéptido que se une
especificamente (i) a la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o a la parte del dominio extracelular de la misma, o (ii) a la
proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o a la parte del dominio extracelular de la misma, es retenido como
compuesto candidato para uso en el procedimiento de cribado anterior.

Los compuestos candidatos para uso en el procedimiento de cribado anterior también se pueden seleccionar
mediante cualquier técnica de cromatografia de inmunoafinidad usando cualquier sustrato cromatografico sobre el
que se han inmovilizado previamente, segln técnicas bien conocidas por el experto en la materia, (i) moléculas de la
proteina NKp44L de SEC ID N°1, o de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma, o
(ii) moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o de un polipéptido que comprende la parte del
dominio extracelular de la misma.
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En una primera forma de realizacion preferida del procedimiento de cribado anterior, el sistema de cribado usado en
la etapa (a) incluye el uso de un biosensor 6ptico tal como el descrito por Edwards y Leatherbarrow (1997) o también
por Szabo et al. (1995). Esta técnica permite la deteccién de interacciones entre moléculas en tiempo real, sin la
necesidad de moléculas marcadas. Esta técnica se basa en el fendmeno de resonancia de plasmones de superficie
(SPR). De forma breve, una primera molécula de la pareja proteica, ya sea (i) la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o
un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma, o (ii) moléculas de la proteina receptora
NKp44 de SEC ID N°2, o un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma, se une a una
superficie (tal como una matriz de carboximetil dextrano). Después, la segunda molécula de la pareja proteica, ya
sea (iii) moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o un polipéptido que comprende la parte del
dominio extracelular de la misma, o (iv) la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o un polipéptido que comprende la parte
del dominio extracelular de la misma, se incuba con dicho sustrato, en presencia 0o en ausencia del compuesto
candidato que se va a someter a prueba, y se detecta la unién, incluyendo el nivel de union, o la ausencia de union
entre las moléculas de las primera y segunda parejas proteicas. Para este fin, se dirige un haz de luz hacia el lado
del area superficial del sustrato que no contiene la muestra que se va a someter a prueba, y se refleja por dicha
superficie del sustrato. El fenémeno de SPR provoca una disminucion en la intensidad de la luz reflejada con una
combinacion especifica de angulo y longitud de onda. La unién de las moléculas de las primera y segunda parejas
proteicas provoca un cambio en el indice de refraccion en la superficie del sustrato, cambio el cual se detecta como
un cambio en la sefial de SPR.

Segun la primera forma de realizacién preferida del procedimiento de cribado anterior, la “primera pareja” del
sistema de cribado consiste en el sustrato sobre el que se inmoviliza la molécula de la primera pareja proteica, y la
“segunda pareja” del sistema de cribado consiste en la propia molécula de la segunda pareja proteica.

En una segunda forma de realizacion preferida del procedimiento de cribado anterior, la “primera pareja” del sistema
de cribado consiste en células, ventajosamente células de mamiferos, preferiblemente en células humanas, y muy
preferiblemente células NK, que expresan en su superficie membranaria una pluralidad de moléculas de la proteina
NKp44L de SEC ID N°1, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio
extracelular de la misma, y la “segunda pareja” del sistema de cribado consiste en células, ventajosamente células
de mamiferos, preferiblemente células humanas, y muy preferiblemente células T CD4+, que expresan en su
superficie membranaria una pluralidad de moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o una
pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma.

La presente invencion también se refiere a un kit para el cribado in vitro de compuestos para prevenir o tratar una
enfermedad relacionada con la infeccion de un individuo con un virus del VIH, en el que dicho kit comprende un
sistema de cribado que comprende:

(i) una primera pareja que expone al disolvente una pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC ID
N°1, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la
misma,

(ii) una segunda pareja que expone al disolvente una pluralidad de moléculas de la proteina receptora NKp44 de
SEC ID N°2, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular
de la misma;

en el que (iii) la pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o la pluralidad de moléculas de un
polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma, por un lado, y (iv) la pluralidad de
moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o la pluralidad de moléculas de un polipéptido que
comprende la parte del dominio extracelular de la misma, por otro lado, son capaces de unirse entre si.

En el kit de cribado anterior, las primera y segunda parejas son como se definen anteriormente para el primer
procedimiento de cribado anterior.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para el cribado in vitro de compuestos para prevenir o
tratar una enfermedad relacionada con la infeccion de un individuo con un virus del VIH, en el que dicho
procedimiento comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una primera poblacion celular que consiste en células NK activadas humanas y una
segunda poblacién celular que consiste en células T CD4" humanas que expresan la proteina NKp44L, en
presencia de un compuesto terapéutico candidato a ensayar;

(b) medir la citdlisis de las células T CD4+ por las células NK activadas;

(c) comparar el valor de citélisis obtenido en la etapa (b) con el valor de citélisis obtenido cuando la etapa (a) se
lleva a cabo en ausencia del compuesto candidato;
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(d) seleccionar los compuestos candidatos que inhiben o bloquean la citélisis de las células T CD4" mediada por
NK.

El segundo procedimiento de cribado anterior, a pesar de que consiste en un procedimiento in vitro, tiene la ventaja
técnica de reflejar directamente el potencial terapéutico del compuesto candidato al poner directamente en evidencia
la actividad bioldgica de dicho compuesto candidato, con respecto a la prevencion de la citdlisis de células T CD4"
por las células NK activadas.

Las células NK activadas pueden consistir en células de una estirpe de células NK, tal como la estirpe de células
NK92 descrita por Gong et al. (1994), o pueden consistir en un cultivo primario de células NK purificadas humanas
normales.

Las células T CD4" que expresan la proteina NKp44L pueden consistir en células T CD4", eventualmente en forma
de una estirpe celular, que se han transfectado con un vector que permite la expresion de la proteina NKp44L por
dichas células, o pueden consistir en células T CD4" que se purificaron inicialmente a partir de una muestra de
sangre de un paciente infectado con el VIH.

En una forma de realizacion especifica del segundo procedimiento de cribado anterior, las células NK activadas y las
células T CD4" son autélogas, por cuanto ambas proceden del mismo paciente infectado con el VIH.

Preferiblemente, la medida de la citélisis consiste en la técnica convencional en la que las células T CD4", que son
las células diana, se hacen inicialmente radioactivas con >'Cr, y en la que el valor de citdlisis consiste en el
porcentaje de lisis celular, segin se mide por la cantidad de *cr gue se libera en el medio de cultivo celular por las
células T CD4" lisadas.

Muy preferiblemente, el valor de citdlisis se obtiene evaluando la actividad citolitica de las células NK a relaciones
crecientes de efectoras (células NK) a diana (célula T CD4"), por ejemplo relaciones de células efectoras:diana de
1:1a50:1.

Los compuestos candidatos que se pueden ensayar segun el segundo procedimiento de cribado anterior son los
mismos que aquellos que se pueden someter a ensayo segun el primer procedimiento de cribado que se describid
previamente en la presente memoria descriptiva.

Composiciones farmacéuticas y procedimientos de tratamiento de la invencion.

La invencion describe una composicién farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad relacionada con la
infeccion de un individuo con un virus de la familia del VIH, que comprende una cantidad eficaz de un compuesto
ligando que se selecciona de entre el grupo que consiste en (i) un compuesto ligando que se une especificamente a
la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o a la parte del dominio extracelular de la misma, y (ii) un compuesto ligando
gue se une especificamente a la proteina NKp44 de SEC ID N°2, o a la parte del dominio extracelular de la misma,
en combinacién con al menos un excipiente fisioldgicamente aceptable.

En una primera forma de realizacion preferida de la composicién farmacéutica anterior, dicho compuesto ligando
consiste en un anticuerpo dirigido a la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o en un anticuerpo dirigido a la parte del
dominio extracelular de la misma.

En una segunda forma de realizaciéon preferida de la composiciéon farmacéutica anterior, dicho compuesto ligando
consiste en la proteina NKp44 de SEC ID N°2, o un polipéptido que comprende el dominio extracelular de la misma.

En una tercera forma de realizacion preferida de la composicion farmacéutica anterior, dicho compuesto ligando
consiste en un anticuerpo dirigido a la proteina NKp44 de SEC ID N°2, o en un anticuerpo dirigido a la parte del
dominio extracelular de la misma.

Por “excipiente o vehiculo fisioldgicamente aceptable” se hace referencia a carga soélida o liquida, diluyente o
sustancia que se puede usar de forma segura en la administracion sistémica o tdpica. Dependiendo de la via
particular de administracion, una variedad de vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica
incluye cargas sélidas o liquidas, diluyentes, hidrotropos, agentes tensioactivos, y sustancias encapsulantes. La
cantidad de vehiculo empleada juntamente con fragmentos F(ab).sub.2 proporciona una cantidad practica de
material por dosis unitaria de composicion.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables para la administracion sistémica que se pueden incorporar en la
composicion de la invencién incluyen azlcares, almidones, celulosa, aceites vegetales, tampones, polioles y acido
alginico. Los vehiculos especificos farmacéuticamente aceptables se describen en los siguientes documentos,
incorporados en su totalidad en la presente memoria como referencia: patente US n° 4.401.663, Buckwalter et al.,
presentada el 30 de agosto de 1983; solicitud de patente europea n° 089710, LaHann et al., publicada el 28 de
septiembre de 1983; y solicitud de patente europea n°® 0068592, Buckwalter et al., publicada el 5 de enero de 1983.
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Los vehiculos preferidos para la administracion parenteral incluyen propilenglicol, pirrolidona, oleato de etilo, etanol
acuoso, y sus combinaciones.

Los vehiculos representativos incluyen goma arabiga, agar, alginatos, hidroxialquilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa sddica, carrageenano, celulosa en polvo, goma
guar, colesterol, gelatina, goma agar, goma arabiga, goma de karaya, goma de ghatti, goma de algarrobilla, octoxinol
9, alcohol oleilico, pectina, poli(acido acrilico) y sus homologos, polietilenglicol, polialcohol vinilico, poliacrilamida,
laurilsulfato de sodio, poli(éxido de etileno), polivinilpirrolidona, monoestearato de glicol, monoestearato de
propilenglicol, goma de xantana, tragacanto, ésteres de sorbitan, alcohol estearilico, almidén y sus modificaciones.
Los intervalos adecuados varian desde aproximadamente 0,5% hasta aproximadamente 1%.

Para formular una composicién farmacéutica segun la invencién, el experto en la materia se referira ventajosamente
a la ultima edicion de la European Pharmacopoeia o de la United States Pharmacopoeia.

Preferiblemente, el experto en la materia se referira a la cuarta edicion “2002” de la European Pharmacopoeia, 0
también a la edicion USP 25-NF20 de la United States Pharmacopoeia.

La cantidad en peso del compuesto terapéuticamente activo que esta contenida en cada dosis de la composicion
farmacéutica de la invencién dependera del peso molecular de dicho compuesto terapéuticamente activo, asi como
de la cantidad en peso que sea eficaz bloqueando la citélisis de las células T CD4+ por las células NK en un
paciente infectado con el VIH.

Para determinar la cantidad apropiada del compuesto terapéuticamente activo, en una dosis de una composicion
farmacéutica de la invencion, el experto en la materia determina en primer lugar la capacidad inhibidora in vitro de la
citolisis de las células T CD4" de diversas cantidades en peso o concentraciones de dicho compuesto
terapéuticamente activo, por ejemplo llevando a cabo las mismas etapas (a) y (b) como en el segundo procedimiento
de cribado de la invencion que se ha descrito aqui previamente, y después retiene o selecciona la cantidad o
concentracion dada de dicho compuesto terapéuticamente activo que bloquea la citélisis. Después, el experto en la
materia transpone dicha cantidad o concentracion retenida o seleccionada a la situacion humana in vivo, de manera
que la concentracion de dicho compuesto terapéuticamente activo en la sangre de un paciente al que se le ha
administrado la composicion farmacéutica de la invencion sea idéntica a la concentracién que bloquea la citdlisis in
vitro.

La presente invencién también describe la utilizacion de un compuesto ligando que se selecciona de entre el grupo
gue consiste en (i) un compuesto ligando que se une especificamente a la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o a la
parte del dominio extracelular de la misma, y (i) un compuesto ligando que se une especificamente a la proteina
NKp44 de SEC ID N°2, o a la parte del dominio extracelular de la misma, para preparar una composicion
farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad relacionada con la infeccion de un individuo con un virus de la
familia del VIH.

La presente invencion también describe un procedimiento para prevenir o para tratar una enfermedad relacionada
con la infeccion de un individuo con un virus de la familia del VIH, en el que dicho procedimiento comprende la etapa
de administrar a un paciente que necesite de tal tratamiento una cantidad eficaz de un compuesto ligando que se
selecciona de entre el grupo que consiste en (i) un compuesto ligando que se une especificamente a la proteina
NKp44L de SEC ID N°1, o a la parte del dominio extracelular de la misma, y (ii) un compuesto ligando que se une
especificamente a la proteina NKp44 de SEC ID N°2, o a la parte del dominio extracelular de la misma.

Otro objeto de la invencion consiste en una composicion farmacéutica para prevenir o para tratar una enfermedad
relacionada con la infeccion de un individuo con un virus de la familia del VIH, que comprende una cantidad eficaz
de un polinucledtido antisentido que se hibrida especificamente con las moléculas de ARNm que codifican la
proteina NKp44l de SEC ID N°1, en combinacion con al menos un excipiente fisioldgicamente aceptable.

Preferiblemente, dicho polinucleétido antisentido se obtiene clonando, en la orientacion antisentido, el fragmento de
NKp44L de SEC ID N°3, partiendo de la posicion 1 y terminando en la posicion 902 de SEC ID N°3.

De este modo, un polinucledtido antisentido preferido consiste en el acido nucleico que es complementario al acido
nucleico que comienza en el nucleétido n°1 y que termina en el nucleétido n°902 de la secuencia nucleotidica SEC
ID N°3.

Esta invencion también se refiere al uso de un polinucleétido antisentido que se hibrida especificamente con las
moléculas de ARNm que codifican la proteina NKp44l de SEC ID N°1, para preparar una composicion farmacéutica
para prevenir o tratar una enfermedad relacionada con la infeccién de un individuo con un virus de la familia del VIH.

Un objeto adicional de la invencién consiste en un procedimiento para prevenir o para tratar una enfermedad
relacionada con la infeccion de un individuo con un virus de la familia del VIH, en el que dicho procedimiento
comprende la etapa de administrar a un paciente que necesite de tal tratamiento una cantidad eficaz de un
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polinucleétido antisentido que se hibrida especificamente con las moléculas de ARNm que codifican la proteina
NKp44l de SEC ID N°1.

Otras composiciones y procedimientos de cribado de la invencién

Se ha descubierto sorprendentemente que un polipéptido especifico, derivado de la proteina gp41 del VIH, potencia
notablemente la expresion de la proteina Nkp44L sobre la superficie de células T CD4" (ejemplo 6-8, mas abajo).

También se ha determinado segun la presente invencién que la lisis de las células T CD4+ procedentes de pacientes
infectados con VIH por células NK esta directamente relacionada con la unién de dicho polipéptido especifico sobre
las células T CD4+, con el aumento simultaneo de la expresion de NKp44L en su superficie celular.

La invencion también describe a un polipéptido que comprende la siguiente secuencia de aminoéacidos:
X1X2X3X4X5Xe SWSNKSX7XgX9X10X11 (1),

en la que X1, Xz, X3, Xs, Xs, X7, Xo, X10, Y X11 Significan, independientemente entre si, cualquier resto de aminoacido,

X4 significa cualquier resto de aminoacido excepto A y W, y en la que Xg significa cualquier resto de aminoacido

excepto Ey S.

La invencion comprende ademas polipéptidos que comprenden la siguiente secuencia de aminoacidos:

PWASNASWSNKSLDDIW (Il).

Un polipéptido, como se define anteriormente, deriva preferiblemente de la proteina gp41, y posee al menos 39, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 6 150 aminoéacidos consecutivos de la proteina gp4l del VIH-1, y
comprende la secuencia de aminoacidos de férmula () anterior.

El polipéptido de férmula (1) se puede producir mediante técnicas de ADN recombinante, por ejemplo sobre la base
de la secuencia de ADN de la proteina gp41 del VIH1, o mediante sintesis quimica usando técnicas de sintesis de
péptidos estandares.

Preferiblemente, un polipéptido de férmula (I) consiste en la siguiente secuencia de aminoacidos:
PWASNASWSNKSLDDIW (Il).

La induccion de la expresion de NKp44L en la superficie de células T CD4" inducida por el polipéptido de la
secuencia de aminoacidos (ll) se ilustra en los ejemplos 6-8 a continuacion.

La elevada cinética de la induccion de la expresion de NKp44L en la superficie celular es compatible con la
induccion de una translocacion de una proteina intracelular NKp44L previamente sintetizada, desde el citoplasma
hacia la superficie celular.

La invencion también describe un primer procedimiento para el cribado in vitro de compuestos para prevenir o tratar
una enfermedad relacionada con la infeccién de un individuo con un virus del VIH, que comprende las etapas de:

(i) incubar un compuesto candidato que se va a someter a prueba con un polipéptido de formula (1),

(ii) evaluar la union del compuesto candidato que se va a someter a prueba con el polipéptido de férmula (1).
La unidn del compuesto candidato al polipéptido de férmula (I) se puede llevar a cabo por el experto en la materia,
por ejemplo usando un sistema de dos hibridos. Se pueden usar otros medios, conocidos por el experto en la
materia, para los ensayos de union, tales como el uso de técnicas de bio sensor (Edwards y Leatherbarrow (1997) o
también por Szabo et al. (1995)), cromatografia de afinidad, o cribado de alto rendimiento (HTS), (Leblanc et al
2002).
Los compuestos candidatos, que se pueden cribar segun el procedimiento de cribado anterior, pueden ser de
cualquier tipo, incluyendo, pero sin limitarse a, compuestos o moléculas naturales o sintéticos de origen biolégico,
tales como polipéptidos.

Preferiblemente, la etapa (ii) consiste en someter a un ensayo de migracion en gel a la mezcla obtenida al final de la
etapa (i), y detectar los complejos formados entre el compuesto candidato y el polipéptido de formula (1).

El ensayo de migracion en gel se puede llevar a cabo como es conocido por el experto en la materia.

La deteccion de los complejos formados entre el compuesto candidato y el polipéptido segun la invencién se puede
observar facilmente determinando la posicién de la mancha (bandas proteicas) que corresponde a las proteinas
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analizadas, ya que el peso molecular aparente de una proteina cambia si es parte de un complejo con otra proteina.

Por otro lado, las manchas (bandas proteicas) que corresponden a las proteinas presentadas al ensayo de
migracion en gel se pueden detectar mediante anticuerpos especificos, por ejemplo anticuerpos dirigidos
especificamente contra un polipéptido de férmula (I). Por otro lado, un polipéptido de férmula (I) se puede etiquetar
para una deteccion mas facil de la proteina/compuesto candidato en el gel. Por ejemplo, el polipéptido segun la
invencién se puede fusionar a GST, HA, una cadena de poli-histidina, o a otras moléculas detectables, a fin de
facilitar la identificacion de las diferentes proteinas en el gel.

La invencion describe ademas un segundo procedimiento para el cribado in vitro de compuestos para prevenir o
tratar una enfermedad relacionada con la infecciéon de un individuo con un virus del VIH, que comprende las etapas
de:

a)
(i) poner en contacto un primer cultivo de células T CD4+ con un compuesto candidato, y virus del VIH;

(ii) poner en contacto un segundo cultivo de células T CD4+ con el virus del VIH, en ausencia de dicho
compuesto candidato; y

b) detectar la presencia de NKp44L en la superficie de las células T CD4+ proveniente del cultivo (i) y (ii).

La deteccion de la presencia de NKp44L en la superficie de las células T CD4+ se puede llevar a cabo como se
conoce por el experto en la materia, por ejemplo mediante andlisis citofluorométrico como se describe en la parte
Material y Métodos, que corresponde al ejemplo 6.

Preferiblemente, el procedimiento descrito anteriormente comprende una etapa (c) adicional que consiste en
seleccionar positivamente el compuesto candidato como agente terapéutico cuando el nivel de expresion de NKp44L
en la superficie de las células T CD4+ proveniente del cultivo (ii) es mayor que el nivel de expresion de NKp44L en la
superficie de células T CD4+ proveniente del cultivo (i).

La comparacion del nivel de expresion de NKp44L en la superficie de las células T CD4+ se puede evaluar contando
el nimero de células T CD4+ que expresan NKp44L sobre su superficie, usando un clasificador celular activado por
fluorescencia (FACS), como se describe en la seccion correspondiente de Material y Métodos.

Alternativamente, la deteccién de la presencia de NKp44L en la superficie de las células T CD4+ se puede llevar a
cabo indirectamente, midiendo la actividad de lisis de células T CD4+ por células NK, como se describe en la
seccion Material y Métodos, que corresponde al ejemplo 7.

Esta forma de realizacion particular de la etapa (b) del procedimiento de cribado anterior, a pesar de que consiste en
un procedimiento in vitro, tiene la ventaja técnica de reflejar directamente el potencial terapéutico del compuesto
candidato al poner directamente en evidencia la actividad biolégica de dicho compuesto candidato, en cuanto a
prevenir la citolisis de células T CD4+ por las células NK activadas.

Las células NK activadas pueden consistir en células de una estirpe de células NK, tal como la estirpe celular NK92
descrita por Gong et al. (1994), o pueden consistir en un cultivo primario de células NK purificadas humanas
normales.

Las células T CD4" que expresan la proteina NKp44L pueden consistir en células T CD4", eventualmente en forma
de una estirpe celular, que se ha transfectado con un vector que permite la expresion por dichas células de la
proteina NKp44L, o pueden consistir en células T CD4" que se purificaron inicialmente a partir de una muestra de
sangre de un paciente infectado con el VIH.

En una realizacién especifica del procedimiento de cribado anterior, las células NK activadas y las células T CD4"
son autélogas por cuanto ambas proceden del mismo paciente infectado con el VIH.

Preferiblemente, la medicién de la citélisis consiste en la técnica convencional en la que las células T CD4" que son
las células diana, se hacen inicialmente radioactivas con 51Cr, y en la que el valor de citélisis consiste en el
porcentaje de lisis celular, segin se mide por la cantidad de *icr gue es liberada en el medio de cultivo celular por
las células T CD4" lisadas.

Todavia mas preferentemente, el valor de citdlisis se obtiene evaluando la actividad citolitica de las células NK a
relaciones crecientes de células efectoras (células NK) a células diana (célula T CD4"), por ejemplo relaciones de
células efectoras:diana de 1:1 a 50:1.

Los compuestos candidatos para uso en los procedimientos de cribado descritos anteriormente se pueden
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seleccionar entre los compuestos candidatos que se unen a uno o varios polipéptidos de formula (1).

En consecuencia, la invencién también describe un procedimiento para el cribado in vitro de compuestos para
prevenir o tratar una enfermedad relacionada con la infeccion de un individuo con un virus del VIH, que comprende
las etapas de:

(i) someter a un compuesto candidato al primer procedimiento de cribado anterior, y

(i) someter a un compuesto candidato seleccionado positivamente en la etapa (i) al segundo procedimiento de
cribado descrito inmediatamente antes.

La invencion describe una composicion farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad relacionada con la
infeccion de un individuo con un virus de la familia del VIH, que comprende una cantidad eficaz de un compuesto
ligando que se une especificamente al polipéptido de férmula (I), en combinacién con al menos un excipiente
fisiol6gicamente aceptable.

Preferiblemente, los excipientes fisioldgicamente aceptables usados para llevar a cabo la composicion farmacéutica
descrita anteriormente son los mismos que aquellos que se describen en la primera parte de la memoria descriptiva
que se refiere a ligandos de NKp44L.

Para formular una composicion farmacéutica segun la presente invencion, el experto en la materia se referira
ventajosamente a la Ultima edicién de la European Pharmacopoeia o de la United States Pharmacopoeia.

Para determinar la cantidad apropiada del compuesto terapéuticamente activo, en una dosis de una composicion
farmacéutica de la invencion, el experto en la materia determina en primer lugar la actividad inhibidora in vitro de la
citolisis de las células T CD4" de diversas cantidades en peso o concentraciones de dicho compuesto
terapéuticamente activo, por ejemplo llevando a cabo el procedimiento de cribado de la invencién que se ha descrito
anteriormente, y después retiene o selecciona la cantidad o concentracion dada de dicho compuesto
terapéuticamente activo que bloquea la citdlisis.

Después, el experto en la materia transpone dicha cantidad o concentracién retenida o seleccionada a la situacién
humana in vivo, de manera que la concentracién de dicho compuesto terapéuticamente activo en la sangre de un
paciente al que se ha administrado la composicion farmacéutica de la invencion es idéntica a la concentraciéon que
bloquea la citdlisis in vitro.

Preferiblemente, el compuesto ligando consiste en un anticuerpo dirigido al polipéptido segun la invencion.

Preferiblemente, el compuesto ligando, o la composicion farmacéutica que lo contiene, se puede combinar con un
compuesto que inhibe la fusion membrénica entre VIH y células T CD4+. Tales compuestos son, por ejemplo,
péptidos derivados de la regiéon HR1 o HR2 de la proteina gp41, y mas precisamente péptidos denominados T20,
T21 o aquellos descritos en la solicitud de patente US 6.623.741.

La invencién también describe la utilizacion de un compuesto ligando que se une especificamente al polipéptido de
férmula (1), para preparar una composicion farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad relacionada con la
infeccion de un individuo con un virus de la familia del VIH.

Adicionalmente, se ha demostrado que la proteina NKp44L es expresada sobre la superficie de células tumorales,
tales como células Jurkat y células K562.

También se ha demostrado que un polipéptido de férmula (I) induce la expresion en la superficie celular de NKp44L
por células tumorales, que hace entonces a estas células tumorales tratadas con el polipéptido susceptibles a la lisis
especifica por las células NK.

En consecuencia, la invencién describe procedimientos y composiciones farmacéuticas que comprenden un
polipéptido de formula (I) para tratar cancer.

La invencién describe una composicion farmacéutica para tratar un cancer, que comprende una cantidad eficaz de
un polipéptido de férmula (1), en combinacién con al menos un excipiente fisiolégicamente aceptable.

Preferiblemente, los excipientes fisioldgicamente aceptables usados para llevar a cabo la composicién farmacéutica
descrita anteriormente son los mismos que aquellos que se describen en la primera parte de la memoria descriptiva
referida a los ligandos de NKp44L.

De forma similar, para formular una composicion farmacéutica segun la presente invencion, el experto en la materia
se referird a la primera parte de la memoria descriptiva que se refiere a ligandos de NKp44L.
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La invencion también describe una composicidn farmacéutica para tratar cancer, que comprende una cantidad eficaz
de un polipéptido de férmula (l) fusionado a células cancerosas diana, en combinacién con al menos un excipiente
fisiolégicamente aceptable.

Preferiblemente, dicho compuesto, que selecciona células cancerosas, consiste en un anticuerpo dirigido a un
antigeno especifico del cancer, tal como SCP-1, NY-ESO-1, o SSX-2 especifico de cancer de mama, SSX-2, NY-
ESO-1, o MAGE-3 especifico de melanoma, descrito en la patente US n°® 6.338.947; o antigenos especificos para
canceres renales, tales como los descritos en la patente US n° 6.440.663; KH-1 y N3 especifico de cancer de colon,
descrito en la patente US n° 6.238.668.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos de la misma.
Ejemplos

A. Materiales y procedimientos de los ejemplos 1-5

A.1 Donantes infectados con el VIH-1.

Se obtuvieron muestras de sangre de 25 pacientes infectados con el VIH-1 a partir de donantes que dan su
consentimiento en Hépital Pitié-Salpétriére. Los exdmenes bioclinicos incluyen determinaciones habituales de la
carga viral, recuentos de sangre total y de linfocitos T CD4".

Como grupo de control, se obtuvieron muestras de sangre de 20 donantes no infectados mediante leucaféresis a
partir del banco de sangre (Hopital Pitié-Salpétriere).

A.2 Andlisis citofluorométrico

Se llevé a cabo un andlisis FACS tricolor sobre PBMC recientemente recogida. La inmunoglobulina de isotipo
emparejado sirvi6 como el control negativo (BD). Las células se incubaron 1 h a 4°C, con el céctel apropiado de
anticuerpos. mAb anti-CD3; anti-CD4; anti-CD8, anti-CD56, anti-NKp44, anti-NKp46 o anti-NKp44L. Los eritrocitos
se lisaron usando la disolucién de lisis de FACS (BD). Se analiz6 un minimo de 20.000 leucocitos en un FACScan,
como se describio previamente.

Para medir la expresion de los marcadores de activacion de la superficie celular, las PBMC se tifieron con anti-HLA-
DR, anti-CD69, anti-CD25, o anti-CD71 (todos ellos de BD) conjugados con PE o con FITC, y se analizaron
mediante FACS.

A.3 Purificacion de células T CD4" que expresan NKp44L

Se llevd a cabo una clasificacién de un subconjunto de células T CD4" usando el kit de enriquecimiento
RosetteSepCD4" (StemCell). Las células T CD4" que expresan NKp44L se seleccionaron positivamente mediante
una separacién magnética de dos etapas, las células T CD4" se incubaron con 10 g/ml de anti-NKp44L durante 1 h a
RT, seguido del tratamiento con Dynabeads revestidas con anti-IgM de raton de cabra (Dynal), a una relacion de
perlas-células de 10:1, durante 30 min. a RT. La pureza de la fraccion celular se determind mediante andlisis FACS.

A4. Aislamiento de células NK primarias y ensayos de citotoxicidad por células NK

Se generaron estirpes de células NK a partir de PBMC, y después se purificaron usando el sistema de separacion
celular StemSep y el coctel de anticuerpos de enriquecimiento de células NK (StemCell technologies). Se cultivaron
células NK purificadas en medio MyeloCult H5100 (StemCell technologies) suplementado con 100 unidades de rhiL-
2 (Boheringer). La pureza de estas preparaciones se evalué mediante citometria de flujo tras tefiir con mAbs anti-
CD3 (BD), anti-CD56 (BD), anti-NKp44, y anti-NKp46.

La actividad citolitica se evalué en un ensayo de liberacion de *1Cr durante 4 h como se describi6 anteriormente. De
forma breve, las células diana se marcaron durante 2 h a 37°C con 100 pCi por 10° células de Na*'Cr (Amersham), y
se lavaron dos veces con medio de cultivo. Las células diana se distribuyeron entonces en placas de microtitulacion
de 96 pocillos de fondo redondo (4 x 10° células por pocillo), y se afiadieron las células efectoras a varias relaciones
E/T. Las placas se incubaron 4 h a 37°C. El sobrenadante se recogio entonces y se midi6 la liberacion de *ICrenun
contador gamma. En los experimentos en los que se incluyeron Abs, éstos se afiadieron hasta una concentracion
final de 20 pg/ml. La liberacion de °'Cr esgeciﬁca relativa se calculé segun procedimientos convencionales. Los
valores para la liberacién espontanea de 'cr, gue se deducen en el célculo, estaban entre 10 y 20% de la
radioactividad incorporada total. Los resultados se presentan tras restar la lisis no especifica obtenida con dianas de
control. Cada punto representa el promedio de valores por triplicado. El intervalo de los triplicados estuvo siempre
dentro del 5% de su media.
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A.5 Analisis estadistico

Se llevaron a cabo analisis de correlacion usando el andlisis de correlacion de rangos no paramétrico de Sperman.
Todos los célculos se llevaron a cabo usando el GraphPad Prism.

B. Materiales y procedimientos de los ejemplos 6-10

B.1 Purificacién de células T CD4+

Se llevé a cabo una clasificacién de un subconjunto de células T CD4" usando el kit de enriquecimiento
RosetteSepCD4" (StemCell). La pureza de la fraccion celular se determiné mediante analisis FACS.

B.2 Andlisis citofluorométrico

Se llevd a cabo un andlisis FACS bicolor sobre células T CD4+ purificadas. La inmunoglobulina de isotipo
emparejado sirvi6 como el control negativo (BD). Las células se incubaron 1 h a 4°C, con el céctel apropiado de
anticuerpos. mAb anti-CD4 o anti-NKp44L. Se analiz6 un minimo de 20.000 células T CD4+ en un FACScan, como
se describe previamente. La expresion intracelular de NKp44L se llevé a cabo como se describid previamente; de
forma breve, las células se incubaron en tampon de PFA al 4% durante 20 min., después se lavaron y se tifieron en
presencia de tampén de 0,1% de saponina/PBS/1% de BSA a 4°C. Las células se analizaron entonces mediante
FACS.

B.3 Aislamiento de células NK primarias y ensayos de citotoxicidad por las células NK.

Se generaron estirpes de células NK a partir de PBMC, y después se purificaron usando el sistema de separacion
celular StemSep y el céctel de anticuerpos de enriquecimiento de células NK (StemCell technologies). Se cultivaron
células NK purificadas en medio MyeloCult H5100 (StemCell technologies) suplementado con 100 unidades de rhiL-
2 (Boheringer). La pureza de estas preparaciones se evalu6 mediante citometria de flujo tras tefiir con mAbs anti-
CD3 (BD), anti-CD56 (BD), anti-NKp44, y anti-NKp46.

La actividad citolitica se evalué en un ensayo de liberacién de *'Cr durante 4 h como se describié previamente. De
forma breve, las células diana se marcaron durante 2 h a 37°C con 100 pCi por 10° células de Na®*Cr (Amersham), y
se lavaron dos veces con medio de cultivo. Las células diana se distribuyeron entonces en placas de microtitulacion
de 96 pocillos de fondo redondo (4 x 10° células por pocillo), y se afiadieron las células efectoras a varias relaciones
E/T. Las placas se incubaron 4 h a 37°C. El sobrenadante se recogié entonces y se midio la liberacion de *ICrenun
contador gamma. En los experimentos en los que se incluyeron Abs, estos se afiadieron hasta una concentracion
final de 20 pg/ml. La liberacion de °'Cr esgeciﬁca relativa se calcul6 segun como se describe previamente. Los
valores para la liberacién espontanea de Icr, gue se deducen en el calculo, estaban entre 10 y 20% de la
radioactividad incorporada total. Los resultados se presentan tras restar la lisis no especifica obtenida con dianas de
control. Cada punto representa el promedio de valores por triplicado. El intervalo de los triplicados estuvo siempre
dentro del 5% de su media.

B.4 Expresién de la proteina del VIH-1 por el virus de la vacuna recombinante

Como células diana, se usaron células T CD4+ purificadas infectadas con virus de la vacuna de tipo salvaje (WT) o
con los diversos virus de la vacuna recombinantes, a una multiplicidad de infeccion de 20 PFU/célula. Los virus de la
vacuna recombinantes para las proteinas HIV-1-LAI Gag, Pol, Env, Nef, Tat y Vif se proporcionaron por Transgéne
(Estrasburgo, Francia).

B.5 Péptidos y conjuntos de péptidos.

Los péptidos 15-meros sintéticos se adquirieron de Epytop (Nimes, Francia), o se proporcionaron amablemente por
la Agence Nationale de la Recherche sur le SIDA. Todos fueron mas del 80% puros, segun se muestra mediante los
perfiles de HPLC. Los conjuntos de péptidos incluyeron alrededor de 10 péptidos diferentes, y cada péptido solapa al
péptido continuo previo durante 11 restos.

C. Resultados
Ejemplo 1: Vectores de NKp44L de longitud completa y antisentido, y produccidn de transfectantes estables.

El vector de longitud completa (pEF6-NKp44L) se obtuvo subclonando secuencialmente en el vector pEF6
(Invitrogen) tres fragmentos solapantes de RT-PCR de NKp44L, previamente clonados en el vector PCR-zero-blunt
(Invitrogen); fragmento A: 1 (numerado desde el sitio de traduccién de ATG; nucleétidos 1-3) hasta 902; fragmento
B: 813 hasta 2066; y fragmento C: 1983 hasta 3507 (que contiene el sitio de traduccion de TGA de parada). La
integridad de la secuencia de longitud completa se confirm6é mediante secuenciacion y ensayo de
transcripcion/traduccion in vitro segun las instrucciones del fabricante (kit STP3, Novagen).
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El vector de ARN antisentido de NKp44L (pEF6-NKp44L-AS5) se obtuvo clonando el vector pEF6, fragmento A,
descrito anteriormente, en la orientaciéon antisentido. La orientacion y la integridad de la secuencia se confirmaron
mediante secuenciacion. Se transfectaron de forma estable diez millones de células 721.221 con el vector pEF6-
NKp44L-AS5 mediante electroporacion (230 V, 250 uF), y se seleccionaron en placas de 24 pocillos en presencia de
10 pg/ml de blasticidina (Invitrogen). La expresion del constructo pEF6-NKp44L-AS5 en células 721.221 se confirmé
mediante andlisis de RT-PCR.

Ejemplo 2: Preparacion de anticuerpos monoclonales.

Los mAbs Anti-receptor de NKp44 (44/8, IgG1) y anti-NKp44L (7.1, 7.7 y 7.13) se produjeron en ratones BALB/c,
inmunizados tres veces con NKp44-Ig, o con proteinas recombinantes NKp44L-(HIS)6Tag, respectivamente, usando
el kit de clonacion de hibridomas Clona-Cell-HY, segun las instrucciones del fabricante (StemCell Technologies Inc.).
Los anticuerpos se seleccionaron mediante ELISA basandose en la reactividad con las proteinas recombinantes,
usando el reactivo de cribado de hibridomas anti-raton-peroxidasa (Roche), asi como andlisis FACS. La proteina
recombinante NKp44L-(His)6Tag se produjo en células COS-7. El vector de expresion de mamifero (pcDNA3/V5-
HIS-tag; Invitrogen) codific6é una cadena de seis restos de histidina que contenia un fragmento de NKp44L que
codifica los 169 aminoacidos C-terminales, obtenido mediante el sistema de dos hibridos de levadura. La proteina
NKp44L recombinante se purific6 usando una columna de afinidad de niquel en condicion nativa (sistema Xpress de
purificacién de proteinas, Invitrogen). Se obtuvieron varios mAbs anti-NKp44L: 7.1 (IgM), que es eficaz para la
deteccion mediante andlisis FACS, y 7.7 (IgM) y 7.13 (IgM) fueron capaces de inmunoprecipitacion,
inmunotransferencia e inmunotincion. mAb Anti-NKp44 (44/8) se purificé en una columna de proteina G Poros G20
AL en la High Pressure Perfusion Chromatography Station, como se describe anteriormente (Malik y Strominger,
1999), y los mAbs anti-NKp44L IgM se purificaron en una columna de proteina de unién a manano (MBP) (Pierce),
tras la precipitacion con sulfato de amonio (disolucién saturada al 50%). La pureza de los mAbs purificados se
confirmé en SDS PAGE.

Ejemplo 3: La expresién de NKp44L en células T CD4" procedentes de individuos infectados con el VIH esta
asociada con la etapa de la enfermedad.

La figura 1A) muestra la expresion especifica de NKp44L en células T CD4" en pacientes infectados con el VIH-
1. Comparacién entre grupos no infectados (control, simbolos blancos) e infectados con el VIH (simbolos en
negro). Las lineas horizontales marcan el valor medio.

La figura 1B) muestra la correlacion inversa de la expresién de NKp44L en células T CD4" con recuento de
células CD4 de sangre periférica en pacientes infectados con el VIH. Se muestra la correlacion (r) y esta
significancia estadistica (P) usando el ensayo de correlacion de rangos no paramétrico.

La figura 1C) muestra la correlacién entre la expresién de NKp44L en células T CD4" y la carga viral. Se muestra
la correlacion (r) y esta significancia estadistica (P) obtenida usando el ensayo de correlacién de rangos no
paramétrico de Sperman.

La figura 1D) muestra la sobreexpresion de NKp44L en células T CD4" procedentes de individuos infectados con
el VIH tras la activacion con PHA. Comparacion entre 5 pacientes no infectados (control, simbolos en blanco) y 5
pacientes infectados con el VIH (simbolos en negro). NA: células no activadas; PHA: células activadas con PHA.

Ejemplo 4: Expresién de NKp44L en células NK CD3-CD56" procedentes de pacientes infectados con el VIH.

La proporcion de células NK que expresé NKp44L fue significativamente mayor en los individuos infectados con el
VIH, con menos de 500 células CD4*/mm?, que las células no infectadas (control).

Ejemplo 5: Mayor sensibilidad a la lisis por células NK de las células T CD4+ que expresan NKp44L
procedentes de pacientes infectados con el VIH.

Se analizé la estirpe de células NK NK92 en busca de la actividad citotdxica frente a dos células T CD4" purificadas
(figura 3A) que expresan (circulo) o no (cuadrado) NKp44L. La actividad citotoxica se bloqued parcialmente tras el
tratamiento con mAb anti-NKp44L (a44).

Actividad citotéxica de dos células primarias NK autélogas (auto) activadas por IL-2 frente a células T CD4"
purificadas (figura 3B) que expresan (circulo) o no (cuadrado) NKp44L, y K562 (estrella), como control positivo para
la actividad citotoxica.

Actividad citotéxica de células primarias NK autélogas (auto) inactivadas frente a dos células T CD4" purificadas

(figura 3C) que expresan (circulo) o no (cuadrado) NKp44L, y K562 (estrella), como control positivo para la actividad
citotoxica.
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Ejemplo 6: Efectos de varias proteinas viricas del VIH sobre la expresién de NKp44L

Se examino el efecto de la proteina viral del VIH sobre la expresion de NKp44L usando infeccién con el virus de la
vacuna recombinante que expresa la proteina viral del VIH. Como se muestra en la figura 4, la expresién de NKp44L
esta notablemente potenciada en células T CD4+ infectadas con el virus de la vacuna que expresa las proteinas de
cubierta del VIH gp160 (33,9%) o gp41 (35,6%). Por el contrario, ninguna otra de las proteinas del VIH ensayadas,
como Gag, Pol, Tat, nef, vif, o gp120, influyeron sobre la expresion de la proteina NKp44L en la superficie celular.
Ademas, se confirm6 en un sistema no viral el papel de la proteina Env para potenciar la expresion de NKp44L. Se
trataron células T CD4+ purificadas con proteina gpl60 recombinante proporcionada de dos fuentes diferentes, y
como se muestra en la figura 5A, estas proteinas recombinantes gp160 influyeron en la expresion de NKp44L. De
hecho, 10,7% y 9,6% de las células T CD4+ expresaron NKp44L tras el tratamiento con la gp160-A y gpl160-B,
respectivamente. Por otro lado, no se observé ningun efecto con células no tratadas o con células incubadas con
una proteina de control. En conjunto, estos resultados muestran que la proteina gpl160 recombinante potencia
notablemente la expresién de NKp44L en la superficie de células T CD4+.

Ejemplo 7: gp160 induce la lisis de células T CD4+ por células NK.

La comparacion de la actividad de lisis por células NK de las células no tratadas, de las células tratadas con la
proteina de control, o de las células tratadas con ambas proteinas gp160 recombinantes (figura 5B), muestra que la
lisis de las células diana se increment6 en presencia de células T CD4+ cultivadas con la proteina gpl60
recombinante. El uso de dos tipos diferentes de proteinas gp160 recombinantes indica que el procedimiento usado
para inducir la sobreexpresion de NKp44L e incrementar la actividad de lisis por células NK no tuvo ninguna
influencia en el resultado de los experimentos. Juntos, estos resultados indican que la proteina de cubierta (Env) del
VIH gp41 fue necesaria para la sobreexpresion de NKp44L, correlacionada con un fuerte incremento de la actividad
de la lisis por células NK.

Ejemplo 8: Identificacién del motivo peptidico de la proteina de Env gp41 implicado en el incremento de la
actividad de lisis por células NK.

Se ensayo0 el efecto del conjunto de péptidos que solapan preparados, como se describe en la seccion de Materiales
y Métodos, para incluir toda la proteina gp41. Se incubaron células T CD4+ con 5 ng de cada conjunto de péptidos y
se ensayaron frente a células NK activadas. Como se muestra en la figura 6A, la lisis por células NK se increment6
en células incubadas con el conjunto de péptidos denominado gp41C, pero no con todo el otro conjunto de péptidos.
Se ha ensayado la expresion de NKp44L en células T CD4+ purificadas tratadas con cada uno de los conjuntos de
péptidos. Este receptor fue sélo detectable en células tratadas con el conjunto gp41C, y el porcentaje de células
positivas fue 13,3%. En ningln caso se detectdé NKp44L en las células incubadas con el otro conjunto de péptidos
ensayado. Esto sugirid que uno o varios motivos peptidicos incluidos en el conjunto gp41C estaba directamente
implicado en el aumento de la lisis por células NK via la sobreexpresién de NKp44L. Entonces se realizaron
experimentos repetidos con todos los péptidos incluidos en el conjunto gp41C. Como se muestra en la figura 7A, la
actividad citotéxica de las células NK aument6 fuertemente en presencia de los péptidos gp41-C145, gp41-C146, y
gp41-C147. Por el contrario, con los otros péptidos ensayados, la actividad de lisis de las células NK permanecié
baja, proxima al valor inicial. Paralelamente, la expresion de NKp44L aument6 tras el pretratamiento de células T
CD4+ con los péptidos gp41-C145, gp41-C146, y gp41-C147, variando el porcentaje de células positivas entre 22 y
16%, pero con ninguno de los otros péptidos (menos de 7% de células positivas) (figura 7B). Estos resultados
indicaron que un péptido especifico para la proteina de cubierta (Env) del VIH gp41 podria incrementar la actividad
de lisis de las células NK. Un apoyo adicional a esta conclusion procede de que los péptidos continuos denominados
gp41-C145, gp41-C146, y gp41-C147 incluyeron un motivo peptidico comin NH2-SWSNKS-COOH. Este motivo
especifico para la proteina del VIH-1 gp41l se conservé fuertemente. Tras haber demostrado que algunos péptidos
continuos de la gp4l son algunos mediadores importantes de la lisis por células NK, fue importante evaluar si el
motivo peptidico NH2-SWSNKS-COOH estaba implicado directamente en la lisis de células T CD4+ por células NK.
El experimento preliminar con este péptido de 6-meros no mostré ningdn incremento de la expresion de NKp44L o
actividad citotoxica de células NK en la superficie celular, sugiriendo que esta secuencia es demasiado pequefia o
es atacada demasiado rapidamente por algunas peptidasas. Sin embargo, para ensayar esta hipotesis, se han
construido (figura 8A) dos péptidos de 15-meros derivados de gp41-C146 (WT) que incluyeron cierta mutacién
dentro del motivo NH2-SWSNKS-COOH (Ctl1) o en toda la secuencia de los 15-meros (Ctl2). Como se muestra en
la figura 8B, la actividad citotdxica de las células NK aument6 fuertemente en presencia del péptido WT. Por el
contrario, con células no tratadas (ninguna) o las tratadas con ambos péptidos de control, se observé un patrén
similar con respecto a la expresion de NKp44L en la superficie celular. De hecho, en células tratadas con el péptido
WT, aproximadamente 17,4% de las células T CD4 expresaron este marcador. Por el contrario, el porcentaje de
células NKp44L fue menor que 4% en células no tratadas o células tratadas por los péptidos de control. Estos
resultados muestran que el motivo NH2-SWSNKS-COOH incluido en la proteina gp41 esta fuertemente implicado en
la lisis de células T CD4+ por las células NK.

El efecto del péptido gp41 depende del tiempo (figura 9). La actividad de lisis de las células NK comenzé después de
30 min. de incubacion con el péptido WT, y se aproximé a un maximo cerca de los 4 dias. Por otro lado, no se
observé ningln efecto significativo tras el tratamiento con las células no tratadas o las células tratadas con los
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péptidos de control. Ademas, el aumento de la actividad de lisis de las células NK esta fuertemente inhibido tras el
pretratamiento de las células con mAb anti-NKp44L, confirmando que la actividad de las células NK esta
directamente correlacionada con un incremento de la expresion de NKp44L en la superficie celular, en células
tratadas con el péptido WT (figura 9C). Sin embargo, el estudio cinético de la expresién de NKp44L en la superficie
celular revel6 que este receptor se expresd rapidamente en la superficie celular; de hecho, después de 10 min. de
tratamiento con el péptido WT, alrededor del 10% de las células T CD4+ expresaron esta proteina, y el maximo de
expresion (aproximadamente 30%) se obtuvo 4 dias después del tratamiento. La expresion muy rapida de NKp44L
en la superficie celular sugiri6 una ausencia de nueva sintesis de NKp44L, y sugiri6 que esta proteina estaba
presente dentro de las células T CD4+ cultivadas con IL2. Esta hipotesis se confirmdé mediante una tincion
intracelular de NKp44L. Como muestra la figura 9D, la expresion elevada de NKp44L fue detectable dentro de las
células, y esto independientemente de la presencia de péptidos.

Ejemplo 9: Expresion de NKp44L en la superficie celular de diferentes células humanas

Como se muestra en la figura 10, se ha ensayado la expresién superficial de NKp44L en K562, Jurkat, y PBMC en
reposo. Las células se incubaron con 1 ug/ml de mAb anti-NKp44L (linea gruesa gris) o con el control de isotipo de
IgM (linea delgada negra), y se analizaron mediante citometria de flujo. Se muestra claramente que, al contrario que
con PBMC, las células tumorales, como Jurkat, y las células K562 expresan NKp44L en su superficie.
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Gln

Pro

AsSn

31

val
220
Gln

Ser

Gly

Ala

300

MetL

Val

Asp

Leu

Pro

380

Asp

Thr

Leeu

Ile

Ala

460

Glu

Gly

Asn

Glu

Agn

Ser

His

Ser

Ser

Giu

285

Gln

Asn

G1lu

Leu

Arg

365

Phe

Ala

Pro

Tyy

Ala

445

Cys

Ber

Lys

Ile

Thr

525

Gln

Lys

Ile

Arg

Asn

270

Glu

Arg

Lys

Ser

Pro

350

Glu

Val

Arg

Asn

Ile

436

Phe

Leu

Met

Lys

Thr

510

Lys

Glu

Val

Ser

Val

255

Phe

Ala

Ile

Ser

His

335

Pro

Gln

Leu

Thx

Ala
415

Tyx

Asp

Lys

Glu

Asp

495

Leu

Gln

Pro

Asn

Lys

240

Lys

Gly

Asn

Ala

Asp

20

Ile

Asp

Phe

Phe

Phe

400

Glu

Sexr

Phe

Glu

Agn

480

Glu

Asp

Arg

Asp



Phe

545

Met

Glu

Lys

Lys

Ala

625

Thr

Ser

Met

Gln

Glu

705

Asn

Glu

Leu

Thr

Ser

785

Lys

Asn

530

Ile

Glu

Glua

Arg

Thx

610

Glu

Pro

Arg

Cys

Gln

£90

Thr

Lys

Trp

Ser

Gln

770

Thr

Arg

Arg

ATy

Gly
B50

Asp

Ser

Arg

Glu

585

Glu

Val

Ala

Thr

Ser

675

Asn

Ala

Cys

Leu

Glu

755

Leu

Pro

Arg

Trp

Phe

835

Glu

Asp

Glu

Lys

580

Lys

Val

Ile

Lys

His

660

Asp

Asp

Leun

Pro

Ser

740

Arg

Asn

Lys

Arg

Leu

820

Asn

Asn

Ile

Glu

565

Met

Arg

Lys

Gln

vVal

645

Ile

Ile

Iie

Ala

Thr

725

Glu

Pro

Ser

His

Lys

805

Lys

Ser

Lys

Glu

EEO

Gln

Glu

Arg

Thr

Glu

630

Asn

Gly

Gln

Glu

Glu

710

Lys

Lys

Leu

Leu

TyY

790

Glu

Gln

Pro

Ser

535

Glu

Ile

Ala

Glu

Glu

615

Gln

Arg

Gln

Pro

Asn

695

Iie

Tvr

Asn:

Arg

Pro

775

Ile

Pro

Ala

Cys

Pro
855
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Lys

Ala

Ile

Gln

600

Cys

Ala

Thr

Gln

Ser

680

Thi

Ile

Glu

Ile

760

Gly

Arg

Thr

Leu

Gln

840

Lieu

Thr

Glu

Leu

585

Ala

Lys

Lys

Lys

Arg

665

Ser

Val

Thr

Liys

Lys

745

Thr

Len

Phe

Glu

Leu

Pro

Arg

270

Gln

Leu

Asp

Glu

Gln

650

Arg

Pro

Leu

Glu

Thr

730

Thr

Thr

Thr

Thr

Asn

810

Glu

Arg

Leu

32

Ile
555
Lys
Ala
Glu
Thr
Glu
635
Arg
Arg
Asp
Thr
Thr
715
Lys
Gly
Asp
Tyr
Ser
785
Ile
Glu

Ser

Asn

540

Ser

Arg

Phe

Arg

Gln

20

Asn

Lys

His

Ile

Ile

700

Glu

Liys

Lys

Preo

Sex

780

Pro

Ser

Asn

Arg

Asp
860

Asn

Lys

Ala

Ile

605

Ile

Ala

Ser

Glu

685

Glu

Val

His

Pro

Glu

765

Pro

Phe

Gly

Ser

Ser

845

Ser

Giu

Met

Arg

580

Ser

Val

Ser

Phe

Thr

670

Val

Pro

Pro

Leu

Ser

750

Val

His

Len

Ser

Ala

B30

Pro

Cys

Val

Thr

575

Leu

Thr

Ser

Lys

Ser

655

Val

Thr

Glu

Ala

Val

735

Asp

Leu

Val

Ser

Cys

815

Ile

Ala

Ser

Glu

560

Arg

Glu

Ala

Asp

Pro

540

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

720

Asn

Gly

Ala

Tyr

Glu

800

Liys

Leu

Val

Leu



Pro Asp
865

Asp Ser

Thr Pro

Pro Pro

Pro Ile
930

Thr Met
945

Lys Arg

Leu Thr

Gln Glu

val Asn

1010

Leu Gly
1025

Thr Pro

His Ser

Leu

Val

Thr

Arg

915

Tyr

His

Arg

Leu

Ile

295

Arg

Leu

Ala

Thr

Tyr

His

S00

Ile

Ser

Phs

Thr

Gly

980

Lys

Gln

Asp

Thr

Ser

885

Thy

Lys

Pro

Glu

Ty

965

Pro

Thr

Cys

Pro

870

Glu

Asp

Ser

val

Asn

as0

Ser

Phe

Ile

Pro

ES 2435040 T3

Leu Lys

Thr Ser

Ile Thr

Asp Asp
920

Thr Pro
935

Ile Ser

Gln Glu

Arg Asn

Gly Tyr

1000

Gly Glu
1015

Ala Val Glu Pro

1030

His Asp Arg Ala-Glu

1045

Gly Arg Gly Thr Met Tyr

1060

Lys

Thr

Pro

205

Glu

Val

Ser

Gly

Ser

985

Thr

Lys

Thr

Arg

Pro

890

Met

Thr

Thr

Pro

Tyr

970

Asn

Ser

Glu

Ala

Arg Phe Tyr Gln Leu Leu
875 880

Thr Pro Ser Pro Tyr Ala
B9%

Asp Pro Ser Phe Rla Thr
ENRY

Cys Arg Asn Gly Tyr Lys
925

Pro Gly Thr Pro Gly Asn
940

Glu Ser Ser Pro Glu Ile
955 860

Asp Arg Ser Ser Thr Met
975

Leu Thr Glu Leu Gly Leu
990

Pro Arg Ser Arg Thr Glu
1005

Pro vVal Ser Asp Leu Gln
1020

Leu His Lys Thr Leu Glu
1035 1040

Pro Asn Ser Gln Leu Asp Ser Thr

1050

1055

Ser Ser Trp Val Lys Ser Pro Asp

1065

1075

Arg Thr Gly Val Asn Phe Ser Val Asn Ser Asn Leu Arg Asp Leu Thr

Pro Ser
1090

Lys Cys
1105

Val Phe

Val A=zn

1675

His

Leu

Cys

1080

1G85

Gin Leu Glu Val Gly Gly Gly Phe Arg Ile Ser Glu Ser

1055

1100

Met Gln Asp Asp Thr Arg Gly Met Phe Met Glu Thr Thr

1110

1115 1120

Thr Ser Glu Asp Gly Leu Val Ser Gly Phe Gly Arg Thr

1125

1130

1135

Asp Asn Leu Ile Asp Gly Asn Cys Thr Pro Gln Asn Pro Pro

1140

1145S

1150

Gln Lys Lys Lys Ser Pro Val Gly Asn Phe Val Gly Ser Asn Val Vval

<210> 2
<211> 262

1155

1160

33

1le5
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2
Met

1

Gly

Gln

Glu

Leu

65

Thr

Asp

Pro

Ser

Val

145

Ala

Fro

Val

Ala

Leu

225

Thr

Leu

Ala

Ser

Thr

Lys

50

Val

Ile

Leu

Ser

Pro

130

Ser

Arg

Gln

Pro

Leu

210

Arg

Asp

Tyr

<210> 3

<211> 3507
<212> ADN
<213> Homo sapiens

Trp

Gln

Leu

35

Lys

Thr

Trp

Arg

Asp

115

Ala

Ser

Gln

Asn

Val

195

Leu

Ser

Leu

His

Arg

Ala

20

Thr

Gly

Ser

Asp

Glu

100

Asn

Ser

Gln

Ala

Ser

180

Phe

val

Leu

Pro

Thr
260

Ala

Gln

val

Trp

Ser

Asp

85

Glu

Ser

Ala

Thr

Pro

165

Thr

Cys

Trp

Asp

Trp

245

Val

Leu

Ser

Arg

Cys

Lys

Pro

Asp

val

Ser

Gln

150

Glu

Leu

Gly

Trp

Thr

230

Thr

Ala

Hig

Lvs

Cys

Tys

55

Pro

Asp

Ser

Ser

Thi

135

Thr

Ser

Aryg

Leu

Gly

215

Gln

Ser
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His

Ala

Gln

40

Glu

Arg

Ala

Gly

Lys

120

Gln

Pro

Pro

Leu

200

Asp

Lys

Vval

Trp

Gln

25

Tyx

Ala

Thr

Gly

His

105

ser

Thr

Ser

Ser

Gly

185

Val

Ile

Ala

Ser

Leu

10

val

Pro

Ser

Met

Phe

Ty

Val

Pro

Cys

Thr

170

Pro

Ala

Trp

Thr

Ser
250

34

Leu

Leu

Pro

Ala

Ala

75

Phe

Trp

Arg

Trp

Val

155

Ile

Ala

Lys

Trp

Cys

235

Pro

Leu

Gln

Thr

Leu

60

Trp

Thr

Cys

Phe

Thr

140

Pro

Pro

Ala

Ser

Lys

220

His

Val

Leu

Ser

Gly

Val

Thr

Val

Arg

Tyr

125

Pro

Pro

val

Pro

Leu

205

Thr

Leu

Glu

Leu

Val

30

Ser

Cys

Ser

Thr

Ile

110

Leu

Arg

Thr

Pro

Ile

190

Val

Val

Gln

Arg

Fhe

15

Ala

Leu

Ile

Arg

Met

95

Tyr

val

Asp

Ala

Ser

175

Ala

Leu

Met

Gln

Glu
255

Pxo

Gly

Tyr

Arg

Phe

80

Thr

Arg

Val

Leu

Gly

160

Gln

Leu

Ser

Glu

Val

240

Ile



<400> 3
atgagcatag
gcaggtteay
tatcecgecace
tatgeggacce
tcagtceotta
tccagtgceta
tgecatatgtg
tggcaacata
gaacgttgtc
agggaeaata
gaattatata
tccaaagtta
tgtaaaaagg
gagattgatc
atggatcgat
caaagaatag
ttgaatacca
aaaattctta
aagtttatge
tttgtgttat
gggaatgagg
attcaagatg
gaaattacta
tgcctcaaayg
atcaataghyg
gazaaagata
aagagcccag
caggaaccad
atggaatcag
atggaagcaa
gctttggaaa
attgtcagtg
acccctygecca
attggacage
tctecotgata
gaaccagaaa
aataaatgtc
gagaagaatg
actacagatc
cccecatgtat
aazaggadaa
saacaagcte
gaaagatcca
agetgttecc
gattecyggttt
accgatatta
gaaacttgta
acaccaggaa
aagagacgca
ccttttagaa
acgagcccta
tcagaccttc
acgcctgcac
ggcacaatgt
aactccaact

tgateccatt
aaccagaatc
agttatatac
ataattatgg
ttagcaaaaa
ctacaatcag
gttttacaca
ttgactgcat
agcctaggaa
tgtcagatoy
ctgcatttca
atgataaaag
catttegtga
cttcatctga
atgaagaagc
ctctgagatt
acaatttgct
aatctgcaaa
tgagagaaca
tctactctaa
ctcgatteat
gaaccataca
ttgeetttga
aagacccaga
gttatgagac
cacaaaatca
aaactaaaca
attttattga
aggagcagat
ttttgecaagce
ggatcagcac
atgctgaagt
aagtaaatag
agegtcggay
tagaagttac
ctgaaactgce
ctaccaagta
agaagacagg
ctgaagtgit
actccactce
gaaaagaacc
tggaagaada
gaagtectgce
ttcecagattt
actcagaaac
ctcetatgga
gaaatggtta
ataccatgca
cttatagtca
attctaattt
ggagtaggac
agctaggact
atgacagggc
attettecty
tgagggacct
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gggggttgat
cgtagaagct
cagcagctea
tgctegtect
tgaagtaggce
cacatctgag
tgatgatgga
ggggattgat
tttggataaa
tgataccagt
gcatactcca
aaggaaaaaa
aggatctagg
tggttcaaat
aaataacaac
aggcaatgga
cttcaaacct
agatttgecet
gtttgaagca
atttcatggag
caggcggtct
tetttatatt
ttttgactat
gtgccetgtt
cagacggaaa
gaatattact
aagaaagctt
tgatatagaa
tgecagaaagg
ttttgcecaga
agccaaaact
tattcaggaa
aactaaacag
acacagaact
ttcacaacaa
actagcagaa
cccraaaaca
aaaaccttca
agctacacaa
taagcattat
tactgaaaac
aaattcagca
agtcaatggt
aactacacca
cteccacacct
cccatcktttt
taaacccata
cttitgagaat
agagggatat
aactgaactg
tgaagtcaac
cgatgcagtt
tgageccaac
ggtaaagagc
gacacccteg

acagcagaga
agccetgtgg
catcatteac
ccteegacac
atatttacca
gatggaagtt
tacatgatct
aggcagcata
gagagggcag
agcaactgaga
acatcaatta
agcggggaga
aagtcatcaa
tteggatgag
cagtatagtyg
aatgacaaaa
cctgtagaga
cctgatgcac
aatgggtatt
ctagaaatgt
tgtacaccca
tattectatac
ggaaattgta
ctaasacgta
aaaggaaaaa
ttggattgtg
tctccactga
gaaaaaactc
aaaaggaaga
cttgaaaaaa
gaagttaaaa
caagcaaaag
agaaaaagtt
gtcagcatgt
aatgatattg
ataattactg
aagaagcact
gatggecettt
ctcaattctt
attagattta
atttetggtt
attttacata
gaaaataaaa
ctaaaaaaac
actecetteece
gccacgeete
tattcaccag
atttcttcce
gacagatctt
ggtctgcaag
aggcagtgtc
gagccaactyg
agccaactgg
cctgacagaa
catcagttgyg

35

cgtcatactt
tagttgagaa
acagttacat
cteoocggettc
ctectaattt
atggtactga
gttgtgacaa
ttcectgatac
tgctactaca
gtggtgarga
ctttaactge
aagaacaaca
gagttaaggg
agacaaagat
agggtgttca
aagagatgaa
gccatataca
ttatcattga
tctttaaaag
gtgttgatgc
atgcagaggt
acagtattecc
agtacaaggt
gttctgaatc
aagacgaaga
aaggagcgac
gactatcagt
ctattagtaza
tgacaagaga
gagagaaaay
ctgaatgtaa
aagaaaatgc
ttteteggag
gttcagatat
aaaatactgt
aaactgaagt
tggttaatga
cagaaaggec
taccaggtct
cttcaccatt
catgcaagaa
gatttaatte
gtccactact
gaagatttta
cgtatgctac
cacgdgataaa
ttaccccagt
cagaaagttc
caaccatgtt
aaataaagac
ctggagazaa
cectacataa
actcgacteca
caggagttaa
aggttggagy

ggazataget
atccaacagt
tggtttgecee
cootectecea
tgatgaaact
tgtaaccagg
atgcagegtt
atatctatgt
acgceggaasa
ggttectgtyg
ttcaagagtt
catttcaaaa
ttcagctcocea
caaagceatgy
gagggaggca
taaatccgat
aaagaataag
atacagaggyg
accataccct
aaggactttt
gaggcatgaa
aaagggaacth
ggactgtgca
catggaaaakt
tatttcaaaa
caacaaaatg
atcaaataat
tgaagtagaa
agaaagaaaa
aagagaacaa
agatacacag
tagcaagcca
taggactcac
ccagecatcet
acttacaata
tcecageactt
atggttaagt
tctacgecata
cacttacage
cctttcagaa
gegatggttg
accctgtcaa
attaaatgac
tcagttgcta
accaactcac
atcagatgat
aactectggt
tccagaaata
aacattgggg
tattggttat
ggaacctgtyg
aaccectggaa
ctetggacgyg
cttetcagtg
aggcttccga

€0
120
180
240
300
360
429
480
540
600
660
720
780
B840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
21560
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3200



ataagtgagt
gtgttttgta
ttgatcgacy
aactttgtgy

<210> 4
<211> 787
<212> ADN

caaagtgect
cttoccgaaga
ggaattgcac
gaagcaatgt

<213> Homo sapiens

<400> 4
atggccotggce
caatccaagg
taccegeoea
gtgtgcatca
acaatctggyg
gaagactcag
tcegtcagat
cecccgegace
gccagacaag
acgctcecgece
gtagccaaga
accgtgatgg
acggaccttc
gttgcaa

gagccctaca
ctcaggtact
cgggcagtct
ggttagtecac
acgaccctga
gacattactg
tctatctggt
tggtctettce

ceccetgagte

ctggecectge
gectggtget
agcteaggag
cctggacctc
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gatgcaggat gatactagag gcatgtttat ggaaacaact
tgggettgta tetggtttecg gacggactgt taatgacaat
acegccagaat ccaccacaaa agaaaaagag tcecagttgge

agtatag

cocactggeta
tcaaagtgtyg
ctacgagaag
cagctcceaag
tgectggette
gtgtagaatc
ggtatctcca
acagaccceag
tecatctace
agecccecececatt
gtcagcecetyg
cctggatace
agtttcctca

ctgctgctge
gcagggcaga
aaaggctggt
cccaggacga
ttcactgtca
taccgeccctt
geetcectgecet
acccagadgct
atccctgteoe
gccctggtge
ctegtcectgygt
cazaaagcca
cctgtagaga

36

tgtteccagg
cgctaacegt
gtaaggaggc
tggcttggac
ccatgactga
ctgacaactce
ccacacagac
gtgtgcectec
cttctecageco
ctgtgttetyg
ggggggacat
cetgecacct
gagaaatatt

ctctcaggea
gagatgccag
ttcagcactt
ctctegattc
tctaagagag
tgtctctaag
cceoectggact
cactgcagga
acagaactod
tggactecte
atggtggaaa
tcaacaggtce
atatcacact

23690
3420
3480
3507

60

l20
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
787
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la evaluacion in vitro del estado de progresion de la infeccion de un individuo con un virus del
VIH, en el que dicho procedimiento comprende las etapas de:

(a) incubar una muestra bioldgica con un compuesto ligando seleccionado de entre el grupo que consiste en (i)
un anticuerpo dirigido a la proteina NKp44L de SEC ID N° 1, o sobre la parte del dominio extracelular de la
misma, y (ii) la proteina NKp44 de SEC ID N° 2, o un polipéptido que comprende la parte del dominio
extracelular de la misma; y

(b) medir la cantidad de dicho compuesto ligando que esta unido a las células T CD4", siendo dicha cantidad
medida de dicho compuesto ligando unido indicativa del estado de progresion de la infeccion viral.

2. Procedimiento in vitro segun la reivindicacion 1, en el que dicha muestra bioldgica contiene células sanguineas
recogidas de un paciente infectado con un virus del VIH, y en el que dicha cantidad medida de dicho compuesto
ligando unido es indicativa de la tasa de células T CD4" contenidas en dicha muestra biolégica.

3. Procedimiento in vitro segun la reivindicacién 1, en el que dicha muestra bioldgica contiene células sanguineas
recogidas de un paciente infectado con un virus del VIH, y dicha cantidad medida de dicho compuesto ligando unido
es indicativa de la carga viral del VIH de dicha muestra bioldgica.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha muestra biol6gica se selecciona de
entre el grupo que consiste en (i) una muestra de sangre completa, (ii) una suspension de células mononucleares y
polimorfonucleares periféricas purificada a partir de una muestra de sangre completa, (iii) una suspension de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) purificada a partir de una muestra de sangre completa, (iv) una
suspension de células T purificada a partir de una muestra de sangre completa, y (v) una suspension de células T
CD4" purificada a partir de una muestra de sangre completa.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho compuesto ligando est4 marcado
con una molécula detectable.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que dicha molécula detectable se selecciona de entre el grupo que
consiste en (i) una molécula radioactiva, (ii) una molécula fluorescente, (iii) una molécula luminiscente, y (iv) una
molécula receptora que es reconocida selectivamente por una molécula ligando.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que dicha molécula radioactiva esta marcada con un isétopo
radioactivo seleccionado de entre el grupo que consiste en [**P], [°H] y [*°S].

8. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que dicha molécula fluorescente se selecciona de entre el grupo
gue consiste en una proteina fluorescente verde o una proteina fluorescente amarilla.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que dicha molécula luminiscente consiste en la luciferasa.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que dicha molécula receptora consiste en una molécula que
contiene avidina o una estreptavidina.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la etapa (b) de medicion de la cantidad
de dicho compuesto ligando que esta unido a las células T CD4" consiste en un andlisis citofluorométrico de dicha
muestra biolégica que se ha incubado con dicho compuesto ligando en la etapa (a) de dicho procedimiento.

12.Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la etapa (b) de medicién de la cantidad
de dicho compuesto ligando que esta unido a las células T CD4" consiste en numerar mediante microscopia,
incluyendo la microscopia confocal, las células contenidas en dicha muestra bioldgica sobre las que esta unido dicho
compuesto ligando.

13. Kit para la evaluacion in vitro del estado de progresion de la infeccion de un individuo con un virus del VIH, en el
que dicho kit comprende:

(i) un compuesto ligando seleccionado de entre el grupo que consiste en (i) un anticuerpo dirigido a la proteina
NKp44L de SEC ID N° 1, o a la parte del dominio extracelular de la misma, y (ii) la proteina NKp44 de SEC ID
N°2, o un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma; y

(i) una molécula marcadora que se une especificamente al antigeno CD4.

14.Kit segun la reivindicacion 13, en el que tanto (i) el compuesto ligando como (ii) la molécula marcadora se
marcan fluorescentemente de manera diferencial.
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15. Kit segun cualquiera de las reivindicaciones 13 o 14, en el que el compuesto ligando consiste en un anticuerpo
monoclonal marcado que se une especificamente a la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o a la parte del dominio
extracelular de la misma.

16. Kit seglin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en el que la molécula marcadora marcada consiste en un
anticuerpo monoclonal anti-CD4.

17. Procedimiento para el cribado in vitro de compuestos para tratar un individuo infectado con un virus del VIH, en el
que dicho procedimiento comprende las etapas de:

(a) incubar un compuesto candidato que se va a someter a prueba con un sistema de cribado en un disolvente
liquido, en el que dicho sistema de cribado comprende:

(i) una primera pareja que expone al disolvente una pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC
ID N°1, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular
de la misma; y

(i) una segunda pareja que expone al disolvente una pluralidad de moléculas de la proteina receptora NKp44
de SEC ID N°2, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio
extracelular de la misma;

en el que (iii) la pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o la pluralidad de
moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma, por un lado, y
(iv) la pluralidad de moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o la pluralidad de
moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma, por otro lado,
pueden unirse entre si;

(b) cuantificar la unién de (iii) la pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o la pluralidad de
moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma a (iv) la pluralidad
de moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o la pluralidad de moléculas de un polipéptido
que comprende la parte del dominio extracelular de la misma;

(c) comparar la union que se cuantifica en la etapa (b) con la unién que se cuantifica cuando se lleva a cabo la
etapa (a) en ausencia de dicho compuesto candidato;

(d) seleccionar de manera positiva el compuesto candidato como agente terapéutico cuando dicho compuesto
candidato inhibe o bloquea la unién de (iii) la pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC ID N°1,
o la pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma a
(iv) la pluralidad de moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o la pluralidad de moléculas de
un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma.

18. Kit para el cribado in vitro de compuestos para tratar un individuo infectado con un virus del VIH, en el que dicho
kit comprende un sistema de cribado que comprende:

(i) una primera pareja que expone al disolvente una pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC ID
N°1, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la
misma,;

(ii) una segunda pareja que expone al disolvente una pluralidad de moléculas de la proteina receptora NKp44 de
SEC ID N°2, o una pluralidad de moléculas de un polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular
de la misma; en el que

(iii) la pluralidad de moléculas de la proteina NKp44L de SEC ID N°1, o la pluralidad de moléculas de un
polipéptido que comprende la parte del dominio extracelular de la misma, por un lado, y (iv) la pluralidad de
moléculas de la proteina receptora NKp44 de SEC ID N°2, o la pluralidad de moléculas de un polipéptido que
comprende la parte del dominio extracelular de la misma, por otro lado, pueden unirse entre si.

19. Procedimiento para el cribado in vitro de compuestos para tratar un individuo infectado con un virus del VIH, en el
que dicho procedimiento comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una primera poblacion de células que consiste en células NK activadas humanas y una
segunda poblacién de células que consiste en células T CD4" que expresan la protefna NKp44L, en
presencia de un compuesto terapéutico candidato que se va a someter a prueba;

(b) medir la citdlisis de las células T CD4" por las células NK activadas;
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(c) comparar el valor de citélisis obtenido en la etapa (b) con el valor de citélisis obtenido cuando la etapa (a) se
lleva a cabo en ausencia del compuesto candidato; seleccionar los compuestos candidatos que inhiben o
bloquean la citélisis de las células T CD4" mediada por NK.

20. Procedimiento segun la reivindicacion 19, en el que las células NK activadas pueden consistir en células de una
estirpe de células NK, o pueden consistir en un cultivo primario de células NK purificadas humanas normales.

21. Procedimiento segun la reivindicacion 19, en el que las células T CD4+ que expresan las proteina NKp44L
consisten en células T CD4", eventualmente en forma de una estirpe celular, que se han transfectado con un vector
que permite la expresion por dichas células de la proteina NKp44L, o consisten en células T CD4" que se purificaron
inicialmente de una muestra de sangre de un paciente infectado con el VIH.

22. Procedimiento segun la reivindicacion 19, en el que las células NK activadas y las células T CD4" son autélogas
y proceden ambas del mismo paciente infectado con el VIH.

23. Composicion farmacéutica para tratar un individuo infectado con un virus de la familia del VIH, que comprende
una cantidad eficaz de un compuesto que se selecciona de entre el grupo que consiste en (i) un anticuerpo dirigido a
la proteina NKp44L de SEC ID N° 1, o a la parte del dominio extracelular de la misma, y (ii) un polinuclettido
antisentido que se hibrida especificamente con las moléculas de ARNm que codifican la proteina NKp44L de SEC ID
N° 1, en combinacién con al menos un excipiente fisiolégicamente aceptable.

24. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 23, en la que dicho polinucle6tido antisentido consiste en el
acido nucleico que es complementario al acido nucleico que parte en el nucleétido n°® 1 y que termina en el
nucle6tido n° 902 de la secuencia nucleotidica SEC ID N° 3.
25. Utilizacién de un compuesto que se selecciona de entre el grupo que consiste en (i) un anticuerpo dirigido a la
proteina NKp44L de SEC ID N° 1, o a la parte del dominio extracelular de la misma, y (ii) un polinucleétido
antisentido que se hibrida especificamente con las moléculas de ARNm que codifican la proteina NKp44L de SEC ID
N° 1, para preparar una composicion farmacéutica para tratar un individuo infectado con un virus de la familia del
VIH.
26. Utilizacion segun la reivindicacion 25, en la que dicho polinucleétido antisentido consiste en el acido nucleico que
es complementario al &cido nucleico que parte en el nucleétido n°1 y que termina en el nucleétido n°902 de la
secuencia nucleotidica SEC ID N°3.
27. Polipéptido que consiste en la secuencia de amino&cidos siguiente:

PWASNASWSNKSLDDIW

28. Procedimiento para el cribado in vitro de compuestos para tratar la infeccion de un individuo con un virus del VIH,
en el que dicho procedimiento comprende las etapas de:

(i) incubar un compuesto candidato que se va a someter a prueba con un polipéptido segun la reivindicacion 27,

(i) someter a ensayo la unién del compuesto candidato que se va a someter a prueba con un polipéptido segun
la reivindicacion 27.

29. Procedimiento segun la reivindicacion 28, en el que la etapa (ii) consiste en someter a un ensayo de migracion
en gel a la mezcla obtenida al final de la etapa (i), y detectar los complejos formados entre el compuesto candidato y
un polipéptido segln la reivindicacion 27.

30. Procedimiento para el cribado in vitro de compuestos para tratar un individuo infectado con un virus del VIH, en el
que dicho procedimiento comprende las etapas de:

a)
(i) poner en contacto un primer cultivo de células T CD4" con un compuesto candidato, y virus del VIH;

(i) poner en contacto un segundo cultivo de células T CD4" con el virus del VIH, en ausencia de dicho
compuesto candidato; y

b) detectar la presencia de NKp44L en la superficie de las células T CD4" proveniente del cultivo (i) y (ii).

31. Procedimiento segun la reivindicacion 30, que comprende una etapa adicional (c) que consiste en seleccionar
positivamente el compuesto candidato como un agente terapéutico cuando el nivel de expresion de NKp44L en la
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superficie de las células T CD4" proveniente del cultivo (i) es mayor que el nivel de expresién de NKp44L en la
superficie de las células T CD4" proveniente del cultivo (i).

32. Procedimiento para el cribado in vitro de compuestos para tratar un individuo infectado con un virus del VIH, en el
que dicho procedimiento comprende las etapas de:

(i) someter un compuesto candidato a un procedimiento de cribado segun cualquiera de las reivindicaciones 28
y 29,y

(i) someter un compuesto candidato seleccionado positivamente en la etapa (i) al procedimiento de cribado
segun cualquiera de las reivindicaciones 30y 31.

33. Composicién farmacéutica para tratar un individuo infectado con un virus de la familia del VIH, que comprende
una cantidad eficaz de un anticuerpo dirigido al polipéptido segun la reivindicacion 27.

34. Utilizacién de un anticuerpo dirigido al polipéptido segun la reivindicacion 27, para preparar una composicion
farmacéutica para prevenir o tratar la infeccion de un individuo con un virus de la familia del VIH.

35. Composicion farmacéutica para tratar un individuo infectado con un virus de la familia del VIH, que comprende

una cantidad eficaz de un polipéptido segun la reivindicacion 27, en combinacion con al menos un excipiente
fisiolgicamente aceptable.
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