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DESCRIPCION

Uso de formas solubles de CD83 y acidos nucleicos que las codifican para el tratamiento o prevencion de
enfermedades

La presente invencion da a conocer el uso de formas solubles de CD83 y acidos nucleicos que las codifican para el
tratamiento de enfermedades ocasionadas por la disfunciéon o la funciéon indeseada de una respuesta inmunitaria
celular en la que intervienen las células dendriticas, los linfocitos T y/o los linfocitos B. Ademas la invencion da a
conocer moléculas CD83 solubles especificamente adecuadas para dicho propésito.

Antecedentes de la invencion

El sistema inmunitario de los mamiferos debe poseer la capacidad de reaccionar con un gran nimero de antigenos
foraneos. Los linfocitos constituyen un elemento central del sistema inmunitario porque pueden reconocer los
antigenos y pueden llevar a cabo una respuesta inmunitaria adaptativa y especifica. Los linfocitos pueden dividirse
en dos clases generales de células, los linfocitos B, que son capaces de expresar los anticuerpos, y los linfocitos T,
que pueden subdividirse en los linfocitos T cooperadores CD4+ y los linfocitos T citotoxicos CD8+. Ambos subgrupos
de linfocitos T son capaces de reconocer los antigenos cuando estan asociados a proteinas de la superficie
conocidas como el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). El reconocimiento del CMH se produce a través
del receptor de linfocitos T (TCR, por su nombre en inglés), un complejo proteico que esta anclado a la membrana
citoplasmatica de los linfocitos T. El receptor de linfocitos T CD8+ interviene exclusivamente en las interacciones
entre los antigenos del CMH de clase | y los linfocitos T citotdxicos; el receptor de linfocitos T CD4+ interviene
exclusivamente en las interacciones entre los antigenos del CMH de clase Il y los linfocitos T cooperadores.

El desencadenamiento de una respuesta inmunitaria no progresa exclusivamente a partir de tan solo los linfocitos T,
sino mas bien a través de la interaccion de los linfocitos T con las llamadas células presentadoras de antigeno (CPA,
también conocidas como células accesorias) y sus marcadores de superficie (por ejemplo, CMH II).

Estas células accesorias pueden subdividirse en CPA «simples», cuya funciéon es presentar antigenos, y CPA
«profesionales» que, ademas de presentar antigenos, también tienen una funcién accesoria a la hora de estimular
los linfocitos. Las CPA por si mismas no tienen especificidad de antigeno, pero sirven como «adyuvante natural» al
presentar los antigenos a los linfocitos T. Ademas de los fagocitos mononucleados, las células dendriticas son
miembros del tipo CPA. De hecho, las células dendriticas son las CPA mas potentes conocidas hoy en dia y son la
Unica CPA que también es capaz de estimular linfocitos T indiferenciados y, por lo tanto, se denominan «adyuvantes
naturales». Como resultado de sus caracteristicas y funcionamiento diferentes, hasta la fecha se han clasificado dos
tipos de células dendriticas:

células dendriticas foliculares (también conocidas como células dendriticas relacionadas con el tejido linfatico) que
estan presentes en los ganglios linfaticos, tejidos linfaticos asociados a las mucosas y al bazo, y células dendriticas
interdigitantes (también conocidas como células dendriticas derivadas de mieloide) que se encuentran en el espacio
intersticial de la mayoria de 6rganos, en las zonas ricas en linfocitos T de los ganglios linfaticos y el bazo, y se
distribuyen por toda la piel, donde se denominan células de Langerhans.

Las células dendriticas inmaduras, a saber, células dendriticas que no son completamente capaces de estimular los
linfocitos T, se encargan de captar los antigenos y procesarlos en complejos CMH-péptido. Los estimulos como el
TNF-a (factor de necrosis tumoral) y el CD40L inducen la maduracion de las células dendriticas y conducen a una
sintesis masiva de novo de moléculas del CMH de clase | y del CMH de clase II, y a la migracién de las células
dendriticas, por ejemplo, desde el espacio intersticial de los 6rganos internos a través de la sangre hacia los
ganglios linfaticos del bazo y del higado. Ademas, el aumento de expresion de las moléculas coestimuladoras (por
ejemplo, CD80, CD86) y las moléculas de adhesion (por ejemplo, LFA3) se produce durante la fase de migracion en
los tejidos linfaticos secundarios. Las células dendriticas maduras estimulan los linfocitos T tras llegar a las regiones
ricas en linfocitos T del tejido linfatico secundario mediante la presentacion de antigenos peptidicos dentro del
contexto del CMH de clase | o del CMH de clase |l a estos linfocitos T. Segun las condiciones, las células dendriticas
pueden estimular la activacion de una serie de linfocitos T que, a su vez, pueden causar una respuesta diferencial
del sistema inmunitario. Por ejemplo, tal y como se menciona mas arriba, las células dendriticas que expresan el
CMH de clase | pueden ocasionar la proliferacion de los linfocitos T citotdxicos y las células dendriticas que
expresan el CMH de clase Il pueden interaccionar con los linfocitos T cooperadores. En presencia de las células
dendriticas maduras y la IL-12 que producen, estos linfocitos T se diferencian en células Th1 que producen el
interferén .

Juntos, el interferén y y la IL-12 sirven para fomentar los linfocitos T citoliticos. En presencia de la IL-4, las células
dendriticas inducen la diferenciacion de los linfocitos T en células Th2 que secretan IL-5 e IL-4, que a su vez activan
los eosindfilos y ayudan a que los linfocitos B produzcan anticuerpos (Banchereau, J. y Steinman, R. M. (1998)
Nature 392: 245-252).

Las células dendriticas también pueden inducir lo que se denomina reaccion leucocitaria mixta (MLR, por su nombre
en inglés) in vitro, un modelo para la activacion de los linfocitos T alogénicos y para el rechazo del injerto.
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Una caracteristica tipica de estos ensayos por MLR es la formacion de grandes agrupamientos de linfocitos T y
células dendriticas. La adicion de hCD83ext el dia 1 inhibia fuertemente la tipica formacion de agrupamientos de
células de células dendriticas y de linfocitos T en proliferacion (Lechmann, M. et al. (2001) J. Exp. Med. 194: 1813-
1821).

Las células dendriticas maduras expresan caracteristicamente, entre otras (por ejemplo, CMH | y Il, CD80/86,
CD40), la molécula marcadora CD83 en su superficie celular (Zhou, L.-J. y Tedder, T. F. (1995) J. Immunology, vol.
154: 3821-3835). Se trata de uno de los mejores marcadores de las células dendriticas maduras que se conocen
hoy en dia.

El CD83, una molécula de la superfamilia de proteinas de Ig, es una glucoproteina monocatenaria de 43 kDa que
consiste en 205 aminoacidos (SEQ ID n.° 2) en su forma inmadura. Los primeros 19 aminoacidos representan el
péptido sefial de CD83 y se pierden tras la insercion de la proteina en la membrana, lo que deja una proteina
transmembranaria de 186 aminoacidos. La CD83 madura tiene un dominio extracelular formado por los aminoacidos
20 a 144 (SEQ ID n.° 2), un dominio transmembranario que comprende los aminoacidos 145 a 166 (SEQ ID n.° 2), y
el dominio citoplasmatico formado por los aminoacidos 167 a 205 (SEQ ID n.° 2). El dominio extracelular tiene como
peculiaridad estructural un Unico dominio de tipo Ig (de tipo V) y se expresa muy fuertemente en la superficie celular
de las células dendriticas maduras. El dominio extracelular de la proteina CD83 difiere del dominio de tipo Ig tipico
en el sentido de que esta codificado por al menos dos exones: un exén soélo codifica una mitad del dominio de tipo
Ig, mientras que el otro exdn codifica el dominio transmembranario (véase Zhou, L.-J., Schwarting, R., Smith, H. M.,
y Tedder, T. F. (1999) J. Immunology, vol. 149: 735-742). El ADNc que codifica la CD83 humana contiene un marco
abierto de lectura de 618 pb (SEQ ID n.° 1, véanse la ID Z11697 de Genbank y Zhou, L.-J. et al., supra (1995)).

Aunqgue la funcién exacta de CD83 todavia no se ha determinado, se ha demostrado que la inhibicién de la
expresion de CD83 que aparece en la superficie de las células dendriticas maduras mediante la interferencia con la
exportacion nuclear del ARNm de CD83 conduce a una reduccion clara de la capacidad de estas células para
estimular los linfocitos T (Kruse, M. et al., (2000) J. Exp. Med. 191: 1581-1589). Por consiguiente, la CD83 parece
ser necesaria para el funcionamiento de las células dendriticas.

Ademas, se ha encontrado que cuando se administraba una forma soluble de CD83 a las células, se reduce la
cantidad de CD83 expresada por las células (células dendriticas maduras) o las células no se ponen a sintetizar la
CD83 (células dendriticas inmaduras). Ya que las células dendriticas inmaduras no tienen CD83 en/sobre la
membrana, esta observacion conduce a la conclusién de que la CD83 soluble tiene que interaccionar con otra
proteina celular (de la membrana) distinta a CD83, a saber, se sospecha que se produce una interaccion heterofila
entre la CD83 soluble y un ligando sin identificar (Lechmann, M. et al. (17 de diciembre de 2001) J. Exp. Med. 194:
1813-1821 y (junio de 2002) Trends in Immunology, vol. 23(6): 273-275). También existen pruebas de la aparicion de
CD83 soluble in vivo. La CD83 soluble se ha encontrado en los sueros humanos normales y parece que se libera
desde las células dendriticas activadas y desde los linfocitos B (Hock et al. (2001) Int. Immunol. 13: 959-967).

La patente internacional WO 97/29781 se refiere a los métodos y composiciones (vacunas) que estimulan una
respuesta inmunitaria humoral en la cual se emplea una forma soluble de CD83 como adyuvante ademas de un
antigeno determinado. Las formas solubles comprenden la proteina de fusién de CD83 y una forma soluble que
consiste en los aminoacidos 1 a 124, el dominio extracelular de CD83. Ademas del uso de CD83 como adyuvante
para las preparaciones de vacunas, este documento explica el uso de antagonistas (anticuerpos) contra la CD83
para inhibir en los mamiferos las respuestas especificas indeseables contra un antigeno.

La patente internacional WO 93/21318 describe una proteina CD83 que se denomina aqui HB15, moléculas de
HB15 quiméricas y fragmentos de HB15, entre ellos, un fragmento que consiste en el dominio extracelular
(aminoacidos 1 a 125) de HB15. Ademas se mencionan los anticuerpos contra HB15. No obstante, no se ofrece ni
un uso potencial ni una funcién de dichos anticuerpos. Debido al papel de HB15 como molécula accesoria para la
activacion de los linfocitos, se propone que la HB15 soluble y los fragmentos de HB15 resultaran utiles como
agonistas para el aumento de la respuesta inmunitaria. De nuevo, no se da a conocer ninguna prueba experimental.

La patente de los EE.UU. US 5.710.262 y la correspondiente patente internacional WO 95/29236 revelan que la
HB15 de humano y de ratén es un farmaco potencialmente util para el tratamiento del sida (con respecto al ADN y a
la secuencia de aminoacidos de HB15 de ratén, véanse las SEQ ID n.° 3 y 4). El dominio extracelular de HB15 que
esta descrito en la presente memoria comprende los primeros 19 aminoacidos del péptido sefial y luego 106
aminoacidos del dominio extracelular.

Las patentes internacionales mencionadas mas arriba WO 93/21318 y WO 95/29236 también hacen hincapié en que
los anticuerpos monoclonales contra CD83 son idoneos para retirar la CD83 enddégena o monitorizar la
concentracion de CD83 en el suero.

Sorprendentemente, se ha encontrado que el dominio extracelular de CD83 (de aqui en adelante también se
denominara «hCD83ext») que comprende los aminoacidos 20 a 144 (SEQ ID n.° 2) puede embarcarse en
interacciones heterdfilas con ligandos de la superficie de las células dendriticas. Dado que la bibliografia actual s6lo
describe dominios extracelulares completos o dominios extracelulares que carecen de los aminoacidos del extremo
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carboxilo del dominio extracelular (patente de los EE.UU. US 5.710.262, patentes internacionales WO 95/29236 y
WO 97/29781), también resulté sorprendente que la hCD83ext adoptase la conformacion correcta, lo que le permite
interaccionar con las células dendriticas. Fue incluso mas sorprednte el efecto que la hCD83ext tuvo sobre las
células dendriticas; impidio la maduracion de las células dendriticas inmaduras y redujo la expresion de CD83 en las
células dendriticas maduras. Como resultado, las células dendriticas pierden su capacidad para activar los linfocitos
T. Asi pues, la hCD83ext soluble por si misma resultdé ser idénea para el tratamiento o la prevencion de
enfermedades o afecciones médicas ocasionadas por respuestas inmunitarias indeseables, en particular al impedir
la activacion de los linfocitos T. La hCD83ext también se encontré que era idénea para el tratamiento o la prevencién
de enfermedades o afecciones médicas ocasionadas por respuestas inmunitarias indeseables en las que intervienen
las células dendriticas, los linfocitos T y/o los linfocitos B.

Recientemente se ha encontrado que, debido al hecho de que la hCD83ext posee la conformacién correcta de la
CD83 natural, también es idénea para preparar anticuerpos contra la CD83 (véase Lechmann et al., Protein
Expression and Purification 24, 445-452 (5 de marzo de 2002)). Dicho articulo también describe la clonacién del
dominio extracelular de CD83 y el aislamiento de un fragmento de CD83 que comprende los aminoacidos 23 a 128.

Ademas, se encontré que varia la cantidad de proteina CD83 soluble en el suero humano y que es
significativamente mas alta en el caso de tumores y leucemia de linfocitos B. Asi pues, los anticuerpos contra la
proteina CD83 soluble son herramientas poderosas para determinar ciertas enfermedades (tales como tumor,
enfermedades autoinmunitarias, infeccion virica, etc.) en un paciente.

Finalmente, se encontré que la hCD83ext existe en forma monomérica y en forma de homodimero (ambas
presentan una actividad similar) y que el reemplazo de uno o varios de los restos de cisteina, en particular de la
quinta cisteina, por un resto de aminoacido diferente (por ejemplo, por un resto de serina) en el dominio extracelular
de hCD83ext conduce a una molécula de CD83 extracelular monomérica que no tiende a dimerizar
espontaneamente.

Compendio de la invencion

Extraordinariamente, la hCD83ext soluble se puede acoplar a las células dendriticas maduras e inmaduras, e
impedir la maduracién de las células dendriticas inmaduras. Ademas, las células dendriticas maduras tratadas con la
hCD83ext soluble tienen completamente inhibida su actividad estimuladora de linfocitos T. Asi pues, los linfocitos T
ya no son capaces de proliferar. La CD83 ha sido reconocida como un marcador para las células dendriticas
maduras capaces de interaccionar con los linfocitos T (y también con los linfocitos B). Cuando las células dendriticas
que al principio estaban activas y maduras se tratan con la hCD83ext, no consiguen formar agrupamientos con los
linfocitos T (y los linfocitos B) in vitro. Por lo tanto, las células dendriticas ya no son capaces de inducir la
division/estimulacion de los linfocitos T.

Como resultado, la invencién da a conocer el uso de proteinas CD83 solubles para el tratamiento o la prevencion de
una enfermedad o afeccidon médica ocasionada por la disfuncién o el funcionamiento indeseado de una respuesta
inmunitaria celular en la que intervienen las células dendriticas, los linfocitos T y/o los linfocitos B. En particular, las
proteinas CD83 solubles inhiben la interaccion entre las células dendriticas y los linfocitos T, y entre las células
dendriticas y los linfocitos B.

Ademas, se dan a conocer determinadas proteinas CD83 solubles de estructura monomérica que son muteinas de
sustitucion de CD83 que son idéneas para el tratamiento o la prevencién de enfermedades como esta definido mas
arriba. Mas especificamente, la presente invencién da a conocer

(1) Una proteina CD83 soluble que es una proteina CD83 monomeérica en la que uno o mas de los restos de
cisteina se han sustituido por un resto aminoacidico diferente (de aqui en adelante brevemente «proteina CD83
soluble»), un fragmento, una forma dimérica y/o un derivado funcional de la misma, para la produccion de un
medicamento para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o afeccién médica ocasionada por la
disfuncién o el funcionamiento indeseado de una respuesta inmunitaria celular en la que intervienen las células
dendriticas, los linfocitos T y/o los linfocitos B;

(2) un acido nucleico o vector de expresion recombinante que codifica la proteina CD83 soluble del punto (1)
anterior;

(3) una célula hospedadora procariota o eucariota transformada/transfectada con un acido nucleico o un vector
del punto (2) anterior;

(4) un método para producir la proteina CD83 soluble del punto (1) anterior, que comprende cultivar la célula
hospedadora procariota o eucariota transformada/transfectada de acuerdo con el punto (3) anterior;

(5) una composicion farmacéutica que comprende la proteina CD83 soluble del punto (1) anterior, o un acido
nucleico o vector como el definido anteriormente en (2);
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(6) el uso de la proteina CD83 soluble del punto (1) anterior para la produccion de un medicamento para el
tratamiento o la prevencion de una enfermedad o afeccion médica ocasionada por la disfunciéon o el
funcionamiento indeseado de una respuesta inmunitaria celular en la que intervienen las células dendriticas, los
linfocitos T y/o los linfocitos B; y

(7) el uso del punto (6) anterior, en el que dicha enfermedad o afeccidon médica ocasionada por la disfuncién o el
funcionamiento indeseado de una respuesta inmunitaria celular en la que intervienen las células dendriticas, los
linfocitos T y/o los linfocitos B se selecciona del grupo que consiste en: alergias, asma, rechazo de un trasplante
de tejido u odrgano, sindromes autoinmunes tales como miastenia grave, esclerosis mudltiple, vasculitis,
enfermedades por inflamacién crénica del intestino tales como la enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa, HLA
B27 asociada a autoinmunopatias tales como la enfermedad de Bechterew y lupus eritematoso sistémico,
enfermedades cutaneas tales como psoriasis, artritis reumatoide, diabetes sacarina insulinodependiente y sida.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Secuencia parcial del vector pGEX2ThCD83ext. La secuencia del dominio extracelular de CD83 se
muestra en negrita. La secuencia de aminoacidos « GSPG» se afiadio al extremo amino del dominio extracelular de
CD83 y es parte del sitio de escision de la trombina que esta subrayado. El aminoacido «I» del extremo carboxilo es
parte del dominio citoplasmatico de CD83. Los sitios de clonacién de Smal y EcoRI estan indicados con una linea
discontinua (--).

Figura 2: Purificacion de hCD83ext. A-D muestran los perfiles de elucion cromatografica de las 4 etapas de
purificacion. Las alicuotas recogidas se describen en negro. Las proteinas de las fracciones recogidas se separaron
por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 15% en condiciones desnaturalizantes y reductoras y se visualizaron
con tinciéon de azul brillante de Coomassie. Ademas, D también muestra el andlisis de inmunotransferencia. A:
cromatografia de afinidad en una columna GSTrap: Carril 1: marcador de masa molecular (MMM); carriles 4 a 10:
alicuotas de GST-hCD83ext. B: cromatografia de intercambio aniénico en una columna Source 15QPE 4,6/100:
carril 1: MMM; carriles 2 a 7: alicuotas de GST-hCD83ext. C: purificacion de los productos de escision de la trombina
mediante cromatografia de afinidad en GSTrap: Carril 1: MMM; carriles 2 a 4: eluido recogido que contiene la
hCD83ext escindida. D: filtracion en gel con una columna Superdex 75 (26/16): Carril 1: MMM; carril 2: hCD83ext. El
panel derecho muestra el analisis de inmunotransferencia con un anticuerpo anti-CD83. E: Liofilizacién, cantidades
iguales de alicuotas de CD83ext, tomadas antes y después de liofilizar, se cargaron en una SDS-PAGE al 15%.

Figura 3: La hCD83 inhibe la maduracion de las células dendriticas. Analisis por FACS de las células dendriticas. A:
las células dendriticas inmaduras se hicieron madurar en presencia del coctel de maduracion desde los dias 5 a 8 (=
control de simulacidon para las células dendriticas maduras). B: las células dendriticas inmaduras se hicieron
madurar en presencia del coctel de maduracion (dia 5-8) y el dia 7 se afiadi6 hCD83ext durante 24 horas. C: las
células dendriticas inmaduras se incubaron en presencia del céctel de maduraciéon en combinacién con hCD83
desde los dias 5 a 8. El dia 8 se lavaron las células y se tifieron con los anticuerpos indicados y se analizaron por
FACS.

Figura 4: La hCD83ext inhibe la proliferacion de linfocitos T alégenos. Analisis por MLR: la hCD83ext redujo la
proliferacién de los linfocitos T de una manera dependiente de la dosis. La GST, que se purificé del mismo modo que
la hCD83ext, y la SAB (cada una a 5 pg/ml) se utilizaron como controles.

Figura 5: La hCD83ext inhibe la proliferacion de linfocitos T alégenos murinos. A: analisis por MLR: la hCD83ext
redujo la proliferacion de los linfocitos T de una manera dependiente de la dosis (para la concentracion, véase la
figura 4). La GST, que se purifico del mismo modo que la hCD83ext, se utilizd como control (5 pg/ml). B: Después de
la liofilizacion se conserva la actividad bioldgica en un analisis por MLR como el de la figura 5A.

Figura 6: La hCD83ext inhibe la encefalomielitis autoinmunitaria experimental (EAE) A: en un modelo in vivo para la
esclerosis multiple (EM); B: la inhibicion tiene un efecto duradero; y C: es adecuado para aplicaciones terapéuticas
(hCDB83ext se da en dias alternos (catorce veces en total), comenzando el dia 3 después de la induccién de la EAE).

Figura 7: SDS-PAGE de la hCD83ext con y sin 2-mercaptoetanol (ME).

Figura 8: Secuencia parcial del vector pGEX2ThCD83ext_ mut129_CtoS. La secuencia del dominio extracelular de
CDB83 se muestra en negrita. Se ha aumentado el tamafio del cambio de resto nucleotidico y aminoacidico. La
secuencia de aminoacidos «GSPG» se afiadio al extremo amino del dominio extracelular de la CD83 y es parte del
sito de escision de la trombina que esta subrayado. El aminoacido «I» del extremo carboxilo forma parte del dominio
citoplasmatico de CD83. Los sitios de clonacién de EcoRI y Smal estan indicados con una linea discontinua (--).

Figura 9: SDS-PAGE de hCD83ext y hC83ext_mut129_CtoS con y sin 2-mercaptoetanol (ME).

Figura 10: La CDB83 inhibe la reestimulacion de las células del bazo tras la primera inducciéon de la EAE (A) y
también tras la segunda induccion de la EAE (B).
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Figura 11: La CD83 soluble inhibe la produccién de citocinas en los esplenocitos tras la primera induccion de la EAE
(A) y tras una segunda induccion de la EAE (B).

Descripcion detallada de la invenciéon

Mediante una estrategia de PCR, se amplificd el dominio extracelular de CD83 mas el primer codén del dominio
citoplasmatico a partir de un clon de ADNc humano de longitud completa y se insertd detras del gen de la glutation
transferasa en un vector de expresion. En la proteina de fusion resultante, la glutation transferasa (GST) en el
extremo amino se separd, mediante un sitio de escisidon de la trombina, del dominio extracelular de CD83 extendido
por la lle del dominio citoplasmatico. La proteina de fusion se purificé de un cultivo bacteriano de una noche, se
sometid a la escision de la trombina y la hCD83ext se purificé adicionalmente. La hCD83ext purificada se utilizé en
ensayos de maduraciéon de las células dendriticas y de estimulacion de los linfocitos T (MLR). Sorprendente, la
adicion de la hCD83ext a las células dendriticas inmaduras indujo la alteracién del patron de expresion de los
marcadores de superficie. La expresion de CD80 se redujo del 96 al 66% y la expresion de CD83 del 96 al 30%. De
igual forma, las células dendriticas maduras cambiaron el patrén de expresion del marcador de la superficie tras la
exposicion a la hCD83ext. La expresion de CD83 se redujo del 96 al 66%. Las células dendriticas tratadas con
hCD83ext perdieron su capacidad para estimular la proliferacion de los linfocitos T. Estos resultados sugirieron que
la hCD83ext se podria utilizar para el tratamiento de enfermedades o afecciones que se deban a las células
dendriticas, a los linfocitos T y/o a los linfocitos B. Por lo tanto, se estudiaron los efectos de la hCD83ext sobre la
encefalomielitis autoinmunitaria experimental (EAE), un modelo de esclerosis multiple. Sorprendentemente, los
ratones tratados con la hCD83ext no desarrollaron la paralisis tipica asociada a la EAE.

Asi pues, de acuerdo con la realizacion (6) de la invencion, la proteina CD83 soluble de la realizacion (1) se puede
usar para la produccién de un medicamento para el tratamiento o la prevenciéon de una enfermedad o afeccién
médica ocasionada por la disfuncién o funcionamiento indeseado de una respuesta inmunitaria celular en la que
intervienen células dendriticas, linfocitos T y/o linfocitos B. Preferiblemente, la proteina CD83 soluble comprende al
menos los restos de aminoacidos 20 a 144, 6 20 a 145, de la SEQ ID n.° 2. Los fragmentos adecuados son los que
tienen la misma actividad y conformacion que la CD83 natural. Los derivados adecuados incluyen, pero no se limitan
a, las proteinas que tienen otras secuencias adicionales unidas a su extremo amino o carboxilo, p. €j., se pueden
utilizar las que llevan parte de un dominio transmembranario en su extremo carboxilo o las que llevan en el extremo
amino un péptido funcional corto (Gly-Ser-Pro-Gly). Los medicamentos que contienen estas proteinas y fragmentos
son Utiles para el tratamiento o la prevencién de la paralisis, como, por ejemplo, el observado con la esclerosis
multiple progresiva.

De una manera similar, los acidos nucleicos o vectores que codifican la proteina CD83 soluble de la realizacion (1)
pueden utilizarse en la produccién de medicamentos para el tratamiento y la prevencion de las afecciones médicas
ocasionadas por la disfuncién o el funcionamiento indeseado de la respuesta inmunitaria celular en la que
intervienen células dendriticas, linfocitos T y/o linfocitos B. En particular, se pueden utilizar secuencias de ADN que
comprenden los nucleétidos 58 a 432, mas preferiblemente 58 a 435, de la SEQ ID n.° 1. Estos medicamentos
pueden utilizarse para hacer disminuir el nivel de expresién de la proteina y/o del ARN de CD83 en los mamiferos.

Puede ser adecuado el uso de estos medicamentos para la prevencion o el tratamiento de enfermedades tales como
alergias, asma, rechazo de un trasplante de tejido u 6rgano, sindromes autoinmunitarios tales como miastenia grave,
esclerosis multiple, vasculitis, enteropatias inflamatorias crénicas tales como enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa,
autoinmunopatias asociadas a HLA B27 tales como espondilitis anquilosante, y lupus eritematoso sistémico,
enfermedades cutaneas tales como psoriasis, artritis reumatoide, diabetes sacarina insolinodependiente y sida. Los
métodos de tratamiento y/o prevencion de las afecciones médicas ocasionadas por la disfuncion o el funcionamiento
indeseado de los linfocitos T pueden comprender la administracion de una cantidad eficaz de CD83 o de fragmentos
como esta descrito en la presente memoria; un método también podria comprender la administracién de una
cantidad eficaz de un acido nucleico o vector como el descrito mas arriba; los métodos podrian aplicarse al
tratamiento o prevencion de enfermedades tales como alergias, asma, rechazo de un trasplante de tejido u érgano,
sindromes autoinmunitarios tales miastenia grave, esclerosis multiple, vasculitis, enteropatias inflamatorias créonicas
tales como enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa, autoinmunopatias asociadas a HLA B27 tales como espondilitis
anquilosante, y lupus eritematoso sistémico, enfermedades cutaneas tales como psoriasis, artritis reumatoide,
diabetes sacarina insulinodependiente y sida.

Tal y como se define en la presente memoria, la terminologia «inhibir la interaccién» se utiliza para indicar que las
formas solubles de los miembros de la familia de proteinas de CD83 de la presente invencién son capaces de alterar
la interaccion entre las células dendriticas y los linfocitos T y/o los linfocitos B y/o inhibir la formacion de
agrupamientos de células dendriticas y linfocitos T o de células dendriticas y linfocitos B in vitro a pH y
concentracion salina fisioldgicos, preferiblemente, a valores de pH que oscilan de pH 6,0 a 8,0 y/o a concentraciones
salinas que oscilan de 50 mM a 250 mM, preferiblemente de 125 mM a 175 mM.

En los ejemplos se da a conocer un ensayo preferido para determinar la fijacion de las células dendriticas a los
linfocitos T y la formacion de agrupamientos de células dendriticas y linfocitos T (Lechman M. et al., (2001) J. Exp.
Med. 194: 1813-1821).
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La proteina CD83 soluble para el uso en la presente invencion es capaz de alterar la fijacion entre las células
dendriticas y los linfocitos T y/o los linfocitos B y/o la formacion de agrupamientos entre células dendriticas y
linfocitos T o células dendriticas y linfocitos B de al menos el 25%, mas preferiblemente al menos el 50%, aun mas
preferiblemente al menos el 75% y lo mas preferiblemente al menos el 90% o mas, segun se midié en uno de los
ensayos anteriores. La terminologia «proteina CD83 soluble» se utiliza aqui para definir una molécula proteinica que
tiene al menos una porcién del dominio extracelular de un miembro de la familia de proteinas de CD83, pero que no
tiene una secuencia de aminoacidos que es capaz de anclar dicha molécula a la membrana de una célula en la cual
se expresa. La secuencia de acido nucleico que codifica la proteina CD83 humana asi como la secuencia de
aminoacidos de CD83 se describen en Zhou, L. J. et al., (1992) J. Immunol. 149 (2): 735-742 (nimero de acceso de
GenBank Z11697) y se dan a conocer en la SEQ ID n.° 1y SEQ ID n.° 2, respectivamente.

Tal y como esta definido en la presente memoria, un miembro de la familia de proteinas de CD83 incluye cualquier
proteina que se produce de forma natural que tiene al menos el 70%, preferiblemente el 80% y mas preferiblemente
el 90% o mas, de identidad de aminoacidos con la CD83 humana tal y como se presenta en la SEQ ID n.° 2.

Asi pues, ademas de la propia CD83 humana, los miembros de la familia de proteinas de CD83 incluyen la proteina
de ratéon HB15 que esta codificada por la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID n.° 3 y que esta representada
por la secuencia de aminoacidos dada a conocer en la SEQ ID n.° 4, nimero de acceso a Genbank NM_009856
(Berchthold et al.).

Otros miembros de la familia de proteinas de CD83 que se producen de forma natural se pueden obtener mediante
la hibridacién de un acido nucleico que comprende, por ejemplo, toda la regién codificante, o la porcion extracelular,
de la CD83 humana o de la HB15 de ratdn, a distintas fuentes de acidos nucleicos (ADN gendmico, ADNc, ARN) de
otros animales, preferiblemente mamiferos, o de otros tejidos del mismo organismo.

La hibridacion se refiere a la fijacion entre secuencias complementarias de acido nucleico (p. ej, sentido/antisentido,
siRNA, etc.). Tal y como conocen los expertos en la técnica, T, (temperatura de fusion) se refiere a la temperatura a
la cual la fijacion entre las secuencias ya no es estable. Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia
«hibridacion selectiva» se refiere a la hibridacién en condiciones moderadamente rigurosas o muy rigurosas, que
puede diferenciar las secuencias nucleotidicas relacionadas con CD83 de las secuencias que no estan relacionadas
con ella.

En las reacciones de hibridacién de acidos nucleicos, las condiciones utilizadas para conseguir un nivel particular de
rigor variaran segun la naturaleza de los acidos nucleicos que se van a hibridar. Por ejemplo, se pueden tener en
cuenta la longitud, grado de complementariedad de las secuencias, la composicion de la secuencia (p. €j., el
contenido de GC frente al de AT) y el tipo (p. €j., ARN frente a ADN) de las regiones que hibridaran a la hora de
seleccionar las condiciones de hibridaciéon concretas. Una consideracion adicional es si uno de los acidos nucleicos
esta inmovilizado, por ejemplo, sobre un filtro.

En general, la estabilidad de un hibrido de acido nucleico disminuye a medida que en la reaccion de hibridacion
disminuye el ion de sodio y se incrementa la temperatura. Un ejemplo de reaccion de hibridacion de rigor moderado
es el siguiente: SSC a 2X/SDS al 0,1% a unos 37 °C o0 42 °C (condiciones de hibridacion); SSC a 0,5X/SDS al 0,1%
a aproximadamente la temperatura ambiente (condiciones de lavado poco rigurosas); SSC a 0,5X/SDS al 0,1% a
unos 42 °C (condiciones de lavado moderadamente rigurosas). Un ejemplo de condiciones de hibridacion muy
rigurosas es el siguiente: SSC a 2X/SDS al 0,1% a aproximadamente la temperatura ambiente (condiciones de
hibridacion); SSC a 0,5X/SDS al 0,1% a aproximadamente la temperatura ambiente (condiciones de lavado poco
rigurosas); SSC a 0,5X/SDS al 0,1% a unos 42 °C (condiciones de lavado moderadamente rigurosas); y SSC a
0,1X/SDS al 0,1% a unos 65 °C (condiciones muy rigurosas).

Tipicamente, las condiciones de lavado se ajustan para conseguir el grado de rigor deseado. Asi pues, el rigor de la
hibridacion puede determinarse, por ejemplo, mediante el lavado en una condicion determinada, p. e€j, en
condiciones poco rigurosas o condiciones muy rigurosas, o utilizando cada una de las condiciones, p. €j., durante
10-15 minutos cada una, en el orden enumerado mas arriba, repitiendo alguna o todas las etapas enumeradas. Las
condiciones éptimas para la hibridacion selectiva variaran segun sea la reaccion de hibridacion en concreto, y puede
determinarse empiricamente.

Una vez que se ha clonado un acido nucleico que codifica una proteina CD83 que se produce en la naturaleza, el
dominio extracelular puede determinarse mediante la comparacion del dominio extracelular de las moléculas de
CD83 conocidas con el de la secuencia de CD83 clonada. A continuacién, una forma soluble de una proteina CD83
dada que se produce en la naturaleza puede expresarse recombinantemente mediante las técnicas que se
describen en la presente memoria. Por ejemplo, puede producirse un acido nucleico que codifica una forma soluble
de CD83, insertarlo en un vector y transformarlo en células hospedadoras procariotas o eucariotas mediante las
técnicas bien conocidas que se describen en la presente memoria y otras mas que se conocen en la técnica
(Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N. Y., 1989).

Asi pues, cuando se clona en los sistemas bacterianos, pueden utilizarse promotores constitutivos tales como T7 y
similares, asi como promotores inducibles tales como 1, de bacteriéfago X, plac, ptrp, ptac (promotor hibrido de ptrp-
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lac). Cuando se clona en sistemas de células de mamiferos, se pueden utilizar promotores constitutivos tales como
SV40, RSV, CMV, entre ellos CMV-IE, y similares, o promotores inducibles procedentes del genoma de las células
de mamiferos (p. €j., promotor de la metalotioneina) o de virus de mamiferos (p. €j., la repeticion terminal larga del
virus del tumor de mama de ratén; el promotor tardio del adenovirus). También pueden utilizarse promotores
producidos mediante técnicas sintéticas o de ADN recombinante para garantizar la transcripcion de las secuencias
del acido nucleico de la invencion.

Se pueden construir por ingenieria genética sistemas de expresion de mamiferos mediante el uso de virus
recombinantes o elementos viricos para la expresion directa. Por ejemplo, al utilizar vectores de expresion de
adenovirus, el acido nucleico de interés puede estar ligado a un complejo de control de la transcripcién/traduccion
del adenovirus, p. €j., la secuencia del promotor tardio y la secuencia lider tripartita. Alternativamente, puede
utilizarse el promotor 7,5K del virus de la variolovacuna.

De interés particular son los vectores basados en el virus del papiloma bovino (VPB) que tienen la capacidad de
replicarse como los elementos extracromosémicos. Poco después de la entrada de un vector extracromosémico en
las células de ratén, el vector se replica hasta unas 100 a 200 copias por célula. Dado que la transcripcion del ADNc
insertado no requiere la integracion del plasmido en el cromosoma del hospedador, se produce un nivel alto de
expresion. Estos vectores pueden utilizarse para la expresion estable al incluir un marcador de seleccion en el
plasmido, tal como el gen neo, por ejemplo. Alternativamente, el genoma retrovirico puede modificarse para utilizarlo
como un vector capaz de introducir y dirigir la expresion del acido nucleico de interés en las células hospedadoras.
También puede conseguirse un nivel alto de expresion mediante el uso de promotores inducibles, que incluyen, pero
sin limitarse a ellos, el promotor RA de la metalotioneina y los promotores de choque térmico.

En la levadura pueden utilizarse una serie de vectores que contienen promotores inducibles o constitutivos. Se
puede utilizar un promotor de levadura constitutivo, tal como ADH o LEU2, o un promotor inducible, tal como GAL.
Alternativamente, se conocen en la técnica y pueden utilizarse una serie de vectores que facilitan la integracion de
secuencias de acido nucleico foraneo en un cromosoma de levadura, mediante la recombinacion homologa, por
ejemplo.

Un acido nucleico de interés que codifica una proteina CD83 soluble para el uso de acuerdo con la presente
invencion se puede insertar en un vector de expresion para la expresion in vitro (p. ej., mediante ensayos de
transcripcion/traduccion in vitro o kits disponibles comercialmente) o se pueden insertar en un vector de expresion
que contiene una secuencia promotora que facilita la transcripcion y/o traduccién en procariotas o eucariotas (p. €j.,
una célula de insecto) mediante la transferencia de un acido nucleico apropiado en una célula adecuada. Una célula
en la cual se puede propagar un vector y se puede transcribir su acido nucleico, o se puede expresar un polipéptido
codificado, se denomina en la presente memoria una «célula hospedadora.

La terminologia también incluye a toda progenie de la célula hospedadora en cuestion. Ademas, un acido nucleico
de interés de acuerdo con la presente invencion puede insertarse en un vector de expresion para la expresion in vivo
para una genoterapia somatica. Gracias a estos vectores, por ejemplo, vectores retroviricos, vectores de adenovirus,
vectores del virus adenoasociado, vectores de expresion plasmidicos, los acidos nucleicos de la invencion se
expresan tras la infeccién/introduccion del vector en la célula dendritica.

Las células hospedadoras incluyen, pero sin limitarse a ellos, microorganismos tales como bacterias, levadura,
insecto y organismos mamiferos. Por ejemplo, bacterias transformadas con acido nucleico de bacteriéfago
recombinante, vectores de expresion de acido nucleico cosmidico o de acido nucleico plasmidico que contienen un
acido nucleico de interés; levadura transformada con vectores de expresion de levadura recombinante que contienen
un acido nucleico de interés; sistemas de células vegetales infectadas con vectores de expresion recombinantes de
virus (p. €j., virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformadas con vectores
de expresion plasmidicos recombinantes (p. €j., el plasmido Ti) que contienen un acido nucleico de interés; sistemas
de células de insecto infectadas con vectores de expresion recombinantes de virus (p. €j., baculovirus) que
contienen un acido nucleico de interés; o sistemas de células animales infectadas con vectores de expresion
recombinantes de virus (p. €j., retrovirus, adenovirus, virus de la variolovacuna) que contienen un acido nucleico de
interés o sistemas de células animales transformadas que se modifican genéticamente para la expresion estable.

Para la expresion duradera de la proteina CD83 soluble en las células hospedadoras, se prefiere la expresion
estable. Asi pues, mediante el uso vectores de expresion que contienen origenes de replicacion viricos, por ejemplo,
las células pueden transformarse con un acido nucleico de interés controlado mediante los elementos de control
apropiados (p. €j., secuencias promotoras/potenciadoras, terminadores de la transcripcion, sitios de poliadenilacion,
etc). Opcionalmente, el vector de expresion también puede contener un acido nucleico que codifica un marcador de
seleccién o identificable que confiere resistencia a una presion selectiva, lo que permite identificar las células que
tienen el vector, hacerlas crecer y expandirlas. Alternativamente, el marcador de seleccion puede estar en un
segundo vector que se cotransfecta en una célula hospedadora con un primer vector que contiene un polinucleétido
de la invencion.

Pueden utilizarse una serie de sistemas de seleccion, que incluyen, pero sin limitarse a ellos, el gen de la timidina
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cinasa del virus del herpes simple, el gen de la hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa y los genes de la
adenina fosforribosiltransferasa en células tk-, hgprt o aprt, respectivamente. Adicionalmente, puede utilizarse la
resistencia a los antimetabolitos como base para la seleccion del gen dhfr, que confiere resistencia al metotrexato;
del gen gpt, que confiere resistencia al acido micofendlico; del gen de la neomicina, que confiere resistencia al
aminoglucosido G-418; y del gen de la higromicina, que confiere resistencia a la higromicina. Se han descrito otros
genes de seleccion, a saber, {rpB, que permite que las células utilicen el indol en lugar de triptéfano; hisD, que
permite que las células usen histinol en vez de histidina; y ODC (ornitina descarboxilasa) que confiere resistencia al
inhibidor de la ornitina descarboxilasa , la 2-(dIfluorometil)-DL-ornitina, DFMO.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «transformacion» significa un cambio genético en una
célula después de que se haya incorporado el ADN exdgeno en la célula. Asi pues, una «célula transformada» es
una célula en la cual (o en cuya progenie) se ha introducido una molécula de ADN por medio de técnicas de ADN
recombinante.

La transformacion de una célula hospedadora con ADN puede llevarse a cabo mediante técnicas convencionales
conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, cuando la célula hospedadora es eucariota, los métodos de
transformacion de ADN incluyen, por ejemplo, coprecipitacion con fosfato de calcio, procedimientos mecanicos
convencionales tales como microinyeccion, electroporacion, insercion de un plasmido encapsulado en liposomas, y
vectores viricos. Las células eucariotas también pueden cotransformarse con secuencias de ADN que codifican un
acido nucleico de interés, y una segunda molécula de ADN foraneo que codifica un fenotipo seleccionable, tal como
las descritas en la presente memoria. Otro método es utilizar un vector virico eucariético, tal como el virus 40 de
simio (SV40) o el virus del papiloma bovino, para infectar transitoriamente o transformar las células eucariotas y
expresar la proteina.

Después de la trasformacion, puede aislarse la forma soluble de CD83 y purificarla siguiendo los métodos
convencionales. Por ejemplo, el lisado preparado a partir de un hospedador (p. €j., bacteria) que la expresa puede
purificarse por HPLC, cromatografia de exclusiéon por tamafios, electroforesis en gel, cromatografia de afinidad u otra
técnica de purificacion. Las proteinas sustancialmente puras también pueden obtenerse mediante sintesis quimica
con un sintetizador de péptidos (p. €j., Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA; modelo 430A o similar).

Los compuestos para el uso en la presente invencion también incluyen derivados de la proteina CD83 de acuerdo
con la presente invencion, tal y como estd mencionado mas arriba, en donde se ha afadido, eliminado, sustituido,
insertado o invertido uno o varios aminoacidos siempre y cuando estos derivados permanezcan solubles tal y como
esta definido mas arriba y sean capaces de ocasionar una alteracion en la fijacion de las células dendriticas a los
linfocitos T y/o a los linfocitos B y/o la formacion de agrupamientos células dendriticas y linfocitos T tal y como esta
definido mas arriba. También incluye variantes de ayuste de los compuestos de CD83 mencionados hasta ahora.

Adiciones concretas preferidas son aquéllas en donde la proteina CD83 soluble tal y como esta definida mas arriba
tiene uno o mas restos de aminoacidos procedentes del dominio intracelular cercano en su extremo carboxilo,
preferiblemente, la proteina CD83 soluble comprende los restos de aminoacidos 20 a 145 de la SEQ ID n.° 2; y/o
tiene secuencias funcionales unidas a su extremo amino, preferiblemente secuencias funcionales de hasta 10 restos
de aminoacidos y, lo mas preferiblemente, lleva en el extremo amino los aminoacidos adicionales Gly-Ser-Pro-Gly.

Cuando se sustituyen uno o varios aminoacidos de una forma soluble de un miembro de la familia de proteinas de
CD83, se prefiere que uno o varios aminoacidos estén sustituidos conservativamente. Por ejemplo, las sustituciones
conservativas incluyen sustituciones en las cuales los restos de aminoacidos alifaticos tales como Met. lle, Val, Leu
o Ala estan sustituidos por otro de ellos. Asimismo, los restos de aminoacidos polares pueden estar sustituidos por
otro tal como Lys y Arg, Glu 'y Asp o GIn y Asn.

La proteina CD83 soluble de las realizaciones (1) y (6) de la invencién es una proteina CD83 monomérica en la que
uno o mas de los restos de cisteina se han sustituido por uno o mas restos diferentes de aminoacidos pequefios y/o
polares. Preferiblemente los restos de aminoacidos pequefios y/o polares se seleccionan de serina, alanina, glicina,
valina, treonina, etc., preferiblemente son serina. Ademas se prefiere que un resto de cisteina, mas preferiblemente
el quinto resto de cisteina, se haya sustituido. Lo mas preferiblemente la proteina CD83 soluble comprende los
restos de aminoacidos del 20 al 144 de la SEQ ID n.° 2, donde el resto de cisteina de la posicién 129 se ha
reemplazado por un resto de serina, o los restos de aminoacidos del 1 al 130 de la SEQ ID n.° 10. Las moléculas
monomeéricas definidas poseen particular importancia para aplicaciones farmacéuticas.

De acuerdo con la invencion, los derivados de una forma soluble de un miembro de la familia de proteinas de CD83
también incluyen derivados en los cuales uno o mas de los aminoacidos que contiene, tiene una cadena lateral
alterada. Tales polipéptidos derivados incluyen, por ejemplo, los que comprenden aminoacidos en los cuales los
grupos amino libres forman hidrocloruros de amina, grupos sulfonilo de p-tolueno, grupos carobenzoxi; los grupos
carboxi libres forman sales, ésteres de metilo y ésteres de etilo; los grupos hidroxi libres que forman derivados de O-
acilo u O-alquilo asi como derivados de aminoacidos que se producen de forma natural, por ejemplo, 4-hidroxiprolina
para la prolina, 5-hidroxilisina para la lisina, homoserina para la serina, ornitina para la lisina, etc. También se
incluyen derivados de aminoacidos que pueden alterar los enlaces covalentes, por ejemplo, el puente disulfuro que
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se forma entre dos restos de cisteina que produce un polipéptido ciclado.

Una forma soluble de un miembro de la familia de proteinas de CD83 o derivados de la misma puede tener un
patron de glucosilaciéon nativo de una molécula de CD83 o un patron de glucosilacion alterado o puede no estar
glucosilada siempre y cuando estas moléculas sean solubles tal y como esta definido mas arriba y sean capaces de
ocasionar una alteracion de la fijacion de las células dendriticas a las células dendriticas, a los linfocitos T y/o a los
linfocitos B y/o la formacion de agrupamientos de células dendriticas y linfocitos T tal y como esta definido mas
arriba.

En una realizacion preferida, la forma soluble de CD83 para el uso en la presente invencién comprende los
aminoacidos de la posicion 20 a la 144, mas preferiblemente los aminoacidos de 20 a 145, de la proteina CD83
humana como esta descrito en la SEQ ID n.° 2 o los aminoacidos 1 a 130 de la SEQ ID n.° 8.

En otra realizacion preferida mas, la forma soluble de CD83 para el uso en la presente invencion comprende los
aminoacidos de las posiciones 22 a la 135 de la proteina de raton HB15 tal y como esta descrito en la SEQ ID n.° 4.

La presente invencion también se refiere al uso de un acido nucleico o un vector de expresion que codifica una
forma soluble de un miembro de la familia de proteinas de CD83 o un derivado de tal proteina para producir un
medicamento para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o afeccidon médica ocasionada por la disfuncién
o el funcionamiento indeseado de una respuesta inmunitaria celular en la que intervienen las células dendriticas, los
linfocitos T y/o los linfocitos B.

Los acidos nucleicos para utilizacién en la presente invencion tal como los descritos mas arriba pueden ser en forma
de ADN (acido desoxirribonucleico) que contiene las bases adenina, timina, guanina y citosina, o de ARN (acido
ribonucleico) que contiene las bases adenina, uracilo, guanina y citosina, o mezclas de los dos.

Cuando la molécula de acido nucleico para utilizacién en la invencion procede de la proteina CD83 de humano, la
porcién de la region codificante es preferiblemente del nucleétido 58 al 432 de la secuencia de SEQ ID n.° 1.
Alternativamente, la porcion de la region codificante es del nucledtido 58 al 435 de la secuencia de SEQ ID n.° 1.

Cuando la molécula de acido nucleico para utilizacién en la invencion procede de la proteina HB15 de ratén, la
porcién de la region codificante es preferiblemente desde aproximadamente el nucleétido 76 al 418 de la secuencia
de SEQID n.° 3.

Un acido nucleico que codifica una proteina para utilizacién de acuerdo con la invencion puede estar insertado en un
vector. La terminologia «vector» se refiere a un plasmido, virus u otro vehiculo conocido en la técnica que puede
manipularse mediante la insercién o incorporacién de un polinucleétido. Tales vectores pueden utilizarse para la
manipulacion genética (a saber, «vectores de clonacién») o pueden utilizarse para transcribir o traducir el
polinucledtido insertado («vectores de expresion»). Un vector contiene por lo general al menos un origen de
replicacion para la propagacion en una célula y un promotor. Los elementos de control, que incluyen los elementos
de control de la expresién que se exponen en la presente memoria, presentes dentro de un vector de expresion, se
incluyen para facilitar la transcripcion y traduccion correctas (p. €j., sefial de ayuste para los intrones, mantenimiento
del marco de lectura correcto del gen para permitir la traduccion en fase del ARNm, y codones de parada, etc.). La
terminologia «elemento de control» pretende incluir, como minimo, uno o mas componentes cuya presencia puede
influir en la expresion, y puede también incluir otros componentes, por ejemplo, secuencias lider y secuencias de
compafiero de fusion.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «elemento de control de la expresion» se refiere a una
o varias secuencias de acido nucleico que regulan la expresion de una secuencia de acido nucleico a la cual estan
unidas operativamente. Un elemento de control de la expresién unido operativamente a una secuencia de acido
nucleico controla la transcripcion y, segun sea necesario, la traduccion de la secuencia de acido nucleico. Asi pues,
un elemento de control de la expresion puede incluir, segin sea necesario, promotores, potenciadores, terminadores
de la transcripciéon, un codén de inicio (p. ej.,, ATG) al frente de un gen que codifica una proteina. «Unido
operativamente» se refiere a una yuxtaposicion en donde los componentes asi descritos se encuentran en una
relacion que les permite funcionar de la forma en la que fueron disefiados.

Mediante «promotor» se hace referencia a una secuencia minima suficiente para dirigir la transcripcion. Tanto los
promotores constitutivos como los inducibles estan incluidos en la invencion (véase p. ej., Bitter et al., Methods in
Enzymology 153: 516-544, 1987). Los promotores inducibles son activados por sefiales o agentes externos.
También estan incluidos en la invencion los elementos promotores que son suficientes para que la expresion génica
dependiente del promotor se pueda controlar especificamente segun los tipos celulares, tejidos o condiciones
fisiologicas; tales elementos pueden estar localizados en 5', en 3' o en las regiones intronicas del gen. Los
promotores utiles en la invencion también incluyen los promotores condicionales. Un «promotor condicional» es un
promotor que es activo solo en determinadas condiciones. Por ejemplo, el promotor puede estar inactivo o reprimido
cuando esta presente un agente particular, tal como un compuesto quimico. Cuando el agente ya no esta presente,
la transcripcion se activa o deja de estar reprimida. Se puede insertar un acido nucleico de interés segun la presente
invencion en un vector de expresion para la expresion in vivo para terapia génica somatica. Con estos vectores, por
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ejemplo vectores retrovirales, vectores de adenovirus, vectores de virus adeno-asociados, vectores de expresion de
plasmidos, los acidos nucleicos de la invencién se expresan tras la infeccién/introduccion del vector en las células
dendriticas, linfocitos T y/o linfocitos B.

Ademas la invencion se refiere a un método de tratamiento o prevencion de una enfermedad o afeccion médica
causada por la disfuncién o funcién indeseada de una respuesta inmune celular que implica a células dendriticas,
linfocitos T y/o linfocitos B, en la que una cantidad efectiva de una forma soluble de hCD83ext se administra a un
sujeto.

Ademas la invencion se refiere a un método de tratamiento o prevenciéon de una enfermedad o afeccion médica
causada por la disfuncién o funcién indeseada de una respuesta inmune celular que implica a células dendriticas,
linfocitos T y/o linfocitos B, en la que la cantidad efectiva de un acido nucleico o un vector de expresion que codifica
una hCD83ext soluble se administra a un sujeto.

De acuerdo con la invencion, puede utilizarse una hCD83ext soluble o un acido nucleico o un vector de expresion
que codifica una hCD83ext para tratar o prevenir el rechazo de los trasplantes de tejido y/u 6rgano, en particular los
trasplantes de tejido y/o de 6rgano xendgeno, que se produce como resultado de, por ejemplo, la enfermedad de
injerto contra huésped o la enfermedad de huésped contra injerto.

En otra realizacion de la presente invencién, una forma soluble de un miembro de la familia de proteinas de CD83 o
un acido nucleico o un vector de expresion que codifica una hCD83ext puede utilizarse para tratar o prevenir la
respuesta indeseable a antigenos foraneos y con eso alergias y asma o afecciones similares.

Otros trastornos, enfermedades y sindromes que pueden tratarse o prevenirse mediante el uso de una hCD83ext
soluble o un &acido nucleico o un vector de expresion que codifica una hCD83ext soluble incluyen sindromes
autoinmunitarios tales como miastenia grave, esclerosis multiple, vasculitis, enteropatias inflamatorias crénicas tales
como la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa, autoinmunopatias asociadas a HLA B27 tales como espondilitis
anquilosante, y lupus eritematoso sistémico, enfermedades cutaneas tales como psoriasis, artritis reumatoide,
diabetes sacarina insulinodependiente y sida.

En particular, la hCD83ext es idénea para el tratamiento de la paralisis asociada a la esclerosis multiple.

Para el uso terapéutico o preventivo, los compuestos de la presente invencién solos, o en politerapia con otros
compuestos moduladores inmunitarios, p. ej., antigenos inductores de tolerancia, se administran a un sujeto,
preferiblemente un mamifero, mas preferiblemente un paciente humano, para el tratamiento o la prevencién de una
manera adecuada para la indicaciéon médica. Se puede elegir la administracion transcutanea, intracutanea,
subcutanea y/o sistémica para introducir la hCD83ext y los derivados de la misma.

La produccién de composiciones farmacéuticas con una cantidad de uno o varios compuestos de acuerdo con la
invencion y/o su uso en la aplicacion de acuerdo con la invencion se produce de la manera habitual por medio de los
métodos de tecnologia farmacéutica habituales. Por esto, los compuestos de acuerdo con la invencién se procesan
juntos a adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados para las formas medicinales
adecuadas para las diferentes indicaciones y tipos de aplicacion. Por lo tanto, los medicamentos pueden producirse
de tal manera que se obtenga la velocidad de liberacion deseada correspondiente, por ejemplo, una carga rapida y/o
un efecto mantenido o de liberacion prolongada.

Las preparaciones para el uso parenteral, a las cuales pertenecen las inyecciones e infusiones, se encuentran entre
los medicamentos empleados sistémicamente mas importantes para las indicaciones mencionadas mas arriba.

Preferiblemente, las inyecciones se preparan bien en forma de viales o también como las denominadas
preparaciones de inyeccion listas para usar, por ejemplo, como jeringuillas listas para usar o desechables, ademas
de frascos perforables para varias tomas. La administracion de las preparaciones para inyeccion puede producirse
por la via de aplicacién subcutanea (s. c.), intramuscular (i. m.), intravenosa (i. v.), intranodal (i. n.) o intracutanea (i.
c.). Las respectivas formas de inyeccion adecuadas pueden producirse especialmente como soluciones,
suspensiones de cristales, sistemas de nanoparticulas o dispersiones coloidales, tal como, por ejemplo, hidrosoles.

Las formulaciones inyectables también pueden producirse como concentrados que se pueden ajustar con agentes
de dilucién isoténicos acuosos para la dosis deseada de los compuestos de la invencion. Ademas, también pueden
producirse como polvos, tales como, por ejemplo, liofilizados, que luego preferiblemente se disuelven o dispersan
inmediatamente antes de la aplicacion con los diluyentes adecuados. Las infusiones también pueden formularse en
forma de soluciones isoténicas, emulsiones grasas, formulaciones en liposomas, microemulsiones y liquidos a base
de micelas mixtas, por ejemplo, a base de fosfolipidos. Al igual que con las preparaciones para inyeccion, las
formulaciones para infusién también pueden prepararse en forma de concentrados para diluir. Las formulaciones
inyectables también pueden aplicarse en forma de infusiones continuas de tipo estacionario, asi como en el
tratamiento ambulatorio, por ejemplo, en forma de minibombas.

A las formas medicinales parenterales se les pueden afiadir albumina, expansores plasmaticos, compuestos
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tensioactivos, solventes organicos, compuestos que influyen en el pH, compuestos formadores de complejos o
compuestos poliméricos con el objetivo de disminuir la adsorcion de los compuestos de la presente invencion a
materiales tales como los instrumentos de inyeccion o a los materiales de acondicionamiento, por ejemplo, plastico o
vidrio.

Los compuestos de acuerdo con la invencion pueden estar fijados a nanoparticulas en la preparaciones para el uso
parenteral, por ejemplo, en particulas dispersas muy finas a base de poli(met)acrilatos, poliacetatos, poliglicolatos,
poliaminoacidos o poliéter-uretanos. Las formulaciones parenterales también pueden modificarse constructivamente
como preparaciones de liberacion prolongada, por ejemplo, sobre el principio de unidad multiple, en donde los
compuestos de la presente invencion se incorporan en una forma suspendida lo mas finamente distribuida y/o
dispersa o como suspensiones de cristales, o en el principio de unidad uUnica, en donde los compuestos segun la
invencion se encierran en una forma medicinal, por ejemplo, un comprimido o una semilla, que posteriormente se
implanta. A menudo, estos medicamentos de implantacion o de liberacién prolongada en las formas medicinales de
unidad multiple y unidad unica consisten en los llamados polimeros biodegradables tales como por ejemplo, poliéter-
uretanos de acido lactico y glicélico, poliéter-uretanos, poliaminoacidos, poli(met)acrilatos o polisacaridos.

A modo de adyuvantes y vehiculos para la producciéon de preparaciones para el uso parenteral, son adecuados el
agua destilada, las sustancias que alteran el valor del pH, tales como, por ejemplo, acidos o bases organicos e
inorganicos asi como sus sales, sustancias tamponantes para establecer el valor del pH, agentes para la
isotonicidad, tales como, por ejemplo, cloruro de sodio, carbonato de monosodio, glucosa y fructosa, los
tensioactivos y/o sustancias activas de superficie y emulsionantes, tales como por ejemplo, ésteres parciales de
acidos grasos de polioxietilensorbitano (Tween®) o por ejemplo ésteres de acidos grasos de polioxietileno
(Cremophor®), aceites grasos como, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja y aceite de ricino, ésteres de
acidos grasos sintéticos, tales como por ejemplo, oleato de etilo, miristato de isopropilo y aceite neutro (Miglyol®) asi
como adyuvantes poliméricos tales como, por ejemplo, gelatina, dextrano, polivinilpirrolidona, aditivos de tipo
solventes organicos que incrementan la solubilidad, tales como, por ejemplo, propilenglicol, etanol, N,N-
dimetilacetamida, propilenglicol o compuestos formadores de complejos tales como, por ejemplo, citratos y urea,
conservantes tales como, por ejemplo, benzoato de hidroxipropilo y benzoato de hidroximetilo, alcohol bencilico,
antioxidantes tales como, por ejemplo, sulfito de sodio y estabilizantes tales como, por ejemplo, EDTA..

En las suspensiones también se afiaden espesantes para impedir la decantacion de los compuestos de la presente
invencion de los tensioactivos y peptizadores, para asegurar la agitabilidad del sedimento, o formadores de
complejos, tales como EDTA. Esto puede lograrse con los diferentes complejos de agentes poliméricos, por ejemplo,
con polietilenoglicoles, poliestirol, carboximetilcelulosa, Pluronics® o ésteres de acidos grasos con sorbitano y
polietilenglicol. Los compuestos de acuerdo con la invencion también pueden incorporarse en formulaciones liquidas
en forma de compuestos de inclusion, por ejemplo, con ciclodextrinas. Los agentes dispersantes también son
adecuados como adyuvantes adicionales. Para la produccion de liofilizados también se utilizan soportes, tales como
por ejemplo manita, dextrano, sacarosa, albumina humana, lactosa, PVP o variedades de gelatina.

Otra forma mas de aplicacién sistémica de importancia es la administracion por via oral como comprimidos, capsulas
de gelatina duras o blandas, comprimidos recubiertos, polvos, microesferas, microcapsulas, comprimidos oblongos,
granulos, comprimidos masticables, pastillas para chupar, gomas o bolsitas de dosis unitaria. Estas formas sélidas
de administracion por via oral también pueden prepararse como sistemas de accién sostenida y/o de liberacion
prolongada. Entre estos hay medicamentos con una cantidad de uno o varios compuestos micronizados de la
presente invencion, difusiones y formas de erosion a base de matrices, por ejemplo, utilizando grasas, compuestos
de tipo cera y/o poliméricos, o los llamados sistemas de reservorio. Como retardador y/o agente para la liberacion
controlada, las sustancias formadoras de matrices o peliculas, tal como, por ejemplo, etilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa,  derivados de  poli(met)acrilato  (por ejemplo  Eudragit®), ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa, son idéneos en las soluciones organicas, asi como en forma de dispersiones acuosas. En
este sentido, también merecen mencién las denominadas preparaciones bioadhesivas en las cuales el incremento
del tiempo de retencién se consigue mediante el contacto intensivo con las membranas mucosas del cuerpo. Un
ejemplo de un polimero bioadhesivo es el grupo de Carbomers®.

Para la aplicacion sublingual son especialmente adecuados los comprimidos, tales como por ejemplo los
comprimidos no disgregables de forma oblonga de un tamafio adecuado con una liberacién lenta de los compuestos
de la presente invencién. Para los propésitos de una liberacién selectiva de los compuestos de la presente invencion
en los diferentes tramos del tubo digestivo, se pueden emplear mezclas de microesferas que se liberan en los
diferentes tramos, por ejemplo, mezclas de microesferas solubles del intestino grueso y resistentes a los jugos
gastricos y/o solubles en el intestino delgado y solubles en los jugos gastricos. EI mismo objetivo de liberacion en
diferentes tramos del tubo digestivo también se puede concebir con los comprimidos laminados producidos
adecuadamente con un nucleo, en donde el revestimiento del farmaco se libera rapidamente en el jugo gastrico y el
nucleo del farmaco se libera lentamente en el medio del intestino delgado. El objetivo de la liberacién controlada en
diferentes tramos del tubo digestivo también puede conseguirse con comprimidos multicapa. Las mezclas de
microesferas con el farmaco de liberacion diferencial pueden usarse para rellenar capsulas duras de gelatina.

Los agentes de separacion y lubricantes y antideslizantes, dispersantes tales como dioxido de silicona apagallamas,
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disgregantes tales como diferentes tipos de almidén, PVC, ésteres de celulosa como agentes granulantes o
retardadores, tales como por ejemplo compuestos de tipo cera y/o poliméricos a base de Eudragit®, celulosa o
Cremophor®, se utilizan como adyuvantes adicionales para producir comprimidos, tales como por ejemplo
comprimidos o capsulas duras y blandas de gelatina, asi como comprimidos revestidos y granulados.

Se utilizan antioxidantes, edulcorantes tales como por ejemplo sacarosa, xilita o0 manita, saborizantes masticables,
aromas, conservantes, colorantes, sustancias tamponantes, agentes de compresion directa, tales como por ejemplo
celulosa microcristalina, almidon e hidrolizados de almidén (por ejemplo Celutab®), lactosa, polietilenglicoles,
polivinilpirrolidona y fosfato de dicalcio, lubricantes, sustancias de relleno, tales como lactosa o almidén, aglutinantes
en forma de lactosa, variedades de almiddn, tales como por ejemplo almidén de trigo o maiz y/o arroz, derivados de
celulosa, por ejemplo metilcelulosa, hidroxipropilcelulosa o silice, polvo de talco, estearatos, tales como por ejemplo
estearato de magnesio, estearato de aluminio, estearato de calcio, talco, talco siliconizado, acido estearico, alcohol
acetilico y grasas hidratadas.

En este sentido, también se mencionan los sistemas terapéuticos orales construidos especialmente sobre los
principios osmoticos, tales como por ejemplo GIT (sistema terapéutico digestivo) u OROS (sistema osmético oral).

Entre los comprimidos que se pueden administrar por via oral se encuentran los comprimidos o tabletas
efervescentes, los cuales representan formas medicinales instantaneas bebibles inmediatamente que se disuelven o
suspenden rapidamente en agua. Entre las formas que se pueden administrar por via oral se encuentran también las
soluciones, por ejemplo gotas, zumos y suspensiones, que pueden producirse de acuerdo con el método ofrecido
mas arriba y pueden aun contener conservantes para incrementar la estabilidad y opcionalmente aromas por
razones de facilitar la ingestion, y colorantes para una mejor diferenciacion, asi como antioxidantes y/o vitaminas y
edulcorantes tales como azucar o edulcorantes artificiales. Esto también es cierto para zumos concentrados que se
formulan con agua antes de ingerirlos. Las resinas de intercambio idnico en combinacién con uno o mas compuestos
de la presente invencion también se mencionan para la produccion de formas ingeribles liquidas.

Una forma de liberacion especial consiste en la preparacion de las denominadas formas medicinales flotantes, por
ejemplo, basadas en comprimidos o microesferas que producen gas tras el contacto con liquidos corporales y, asi
pues, flotan en la superficie del jugo gastrico. Ademas, los denominados sistemas de liberacion controlada
electronicamente también pueden formularse mediante la liberacién de los compuestos de la presente invencién que
se puede ajustar selectivamente a las necesidades individuales.

Otro grupo de administracion sistémica y también opcionalmente formas medicinales eficaces por via topica estan
representados por los medicamentos aplicables por via rectal. Entre éstos se encuentran los supositorios y las
formulaciones en enema. Las formulaciones en enema pueden prepararse a base de comprimidos con solventes
acuosos para producir esta forma de administracion. También puede disponerse de capsulas rectales a base de
gelatina u otros vehiculos.

La grasa endurecida, tal como por ejemplo Witepsol®, Massa Estarinum®, Novata®, grasa de coco, conglomerado
de glicerol-gelatina, geles de glicerol-jabon y polietilenglicoles son idéneos para hacer de base para los supositorios.

Para la aplicacion a largo plazo con una liberacion sistematica de los compuestos de la presente invencion de hasta
varias semanas, resultan adecuados los implantes prensados que se formulan preferiblemente a base de los
denominados polimeros biodegradables.

Como otro grupo importante mas de medicamentos activos por via sistémica, también deben destacarse los
sistemas transdérmicos que tienen por caracteristica distintiva, con respecto las formas rectales mencionadas
anteriormente, la de soslayar sistema de circulacion del higado y/o el metabolismo hepatico. Estos emplastos se
pueden preparar especialmente como sistemas transdérmicos que son capaces de liberar los compuestos de la
presente invencion de una manera controlada durante periodos de tiempo mas largos o mas cortos sobre la base de
diferentes capas y/o mezclas de adyuvantes y vehiculos adecuados.

Ademas de los adyuvantes y vehiculos adecuados tales como los disolventes y componentes poliméricos, por
ejemplo, a base de Eudragit®, las sustancias que incrementan la infiltracién de la membrana y/o los promotores de
la permeacion, tales como por ejemplo acido oleico, Azone®, derivados de acido adipinico, etanol, urea, propilglicol,
son adecuadas para la produccion de sistemas transdérmicos de este tipo con el propdsito de mejorar y/o acelerar la
penetracion.

Como medicamentos de administracion tépica local o regional, los siguientes son adecuados como formulaciones
especiales: emulsiones aplicables por via vaginal o genital, cremas, espumas anticonceptivas, implantes de
liberacion prolongada, soluciones de instilacion para administracion ovular o transuretral. Para la aplicacion
oftalmoldgica son adecuados los ungientos, soluciones y/o gotas o cremas y emulsiones oculares muy estériles.

Del mismo modo, las correspondientes gotas otoldgicas, unglientos o cremas se pueden disefar para la aplicacion
en el oido. Para las dos aplicaciones mencionadas anteriormente, también es posible la administraciéon de
formulaciones semisdlidas, tales como por ejemplo geles a base de Carbopols® u otros compuestos poliméricos tal
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como por ejemplo derivados de polivinilpirrolidona y celulosa.

Para la aplicacién convencional en la piel o también en la membrana mucosa, cabe nombrar las emulsiones
normales, geles, ungientos, cremas o sistemas de emulsion anfipatica y/o de fases mixtas (mezcla de fases
aceite/agua o agua/aceite) asi como liposomas y transferosomas. A modo de adyuvantes y/o vehiculos, son
adecuados el alginato de sodio como un formador de gel para la produccién de una base adecuada o derivados de
celulosa, tal como por ejemplo goma guar o goma de xanteno, formadores de gel inorganico, tales como por ejemplo
hidroxidos de aluminio o bentonitas (también denominado formador de gel tixotropico), derivados de &acido
poliacrilico, tales como por ejemplo Carbopol®, polivinilpirrolidona, celulosa microcristalina o carboximetilcelulosa.
Ademas, son adecuados los compuestos de masa molecular baja y alta anfipaticos asi como los fosfolipidos. Los
geles pueden estar presentes bien como hidrogeles a base de agua o como organogeles hidréfobos, por ejemplo, a
base de mezclas de hidrocarburos parafinicos y vaselina de baja y alta masa molecular.

Se pueden emplear tensioactivos anidnicos, catidnicos o neutros como emulsionantes, por ejemplo, jabones
alcalinizados, detergentes metilicos, detergentes aminicos, compuestos sulfonatados, detergentes catidnicos,
alcoholes grasos altos, ésteres parciales de acidos grasos de sorbitano y de polioxietilensorbitano, por ejemplo, tipos
de Lanette, cera de la lana, lanolina u otros productos sintéticos para producir emulsiones de aceite/agua y/o
agua/aceite.

Se pueden formular organogeles hidrdfilos, por ejemplo, a base de polietilenglicoles de alta masa molecular. Estas
formas de tipo gel son lavables. La vaselina, las ceras naturales o sintéticas, los acidos grasos, alcoholes grasos,
ésteres de acidos grasos, por ejemplo, como mono-, di- o triglicéridos, aceite de parafina o aceites vegetales, aceites
de ricino o aceite de coco endurecidos, grasa de cerdo, grasas sintéticas, por ejemplo a base de acido acrilico,
caprinico, laurico y estarico, tal como por ejemplo Softisan® o mezclas de triglicéridos tal como Miglyol® se emplean
como lipidos en forma de grasa y/o aceite y/o componentes de tipo cera para producir ungientos, cremas o
emulsiones.

Para ajustar el valor del pH se utilizan los acidos y las bases osmoéticamente eficaces, tales como por ejemplo acido
clorhidrico, acido citrico, solucién de hidréxido de sodio, solucién de hidréxido de potasio, carbonato de monosodio,
otros sistemas tamponantes, tales como por ejemplo citrato, fosfato, tampon Tris o trietanolamina. Para incrementar
la estabilidad se pueden afadir conservantes tal como, por ejemplo, benzoato de metilo o de propilo (parabenos) o
el acido sérbico.

Las pastas, polvos o soluciones se deben mencionar como otras formas de aplicacion tdpica. Las pastas a menudo
contienen agentes auxiliares lipofilos e hidrofilos con cantidades muy altas de materia grasa como base para dar
consistencia. Los polvos o los polvos aplicables por via tépica pueden contener, por ejemplo, variedades de almidén
tales como almidon de trigo o arroz, didxido de silicona o silice apagallamas, que también sirven como diluyentes,
para incrementar la fluidez asi como la lubricidad y también para impedir que se formen aglomerados.

Las gotas nasales o pulverizadores nasales sirven como formas de aplicacion nasal. En este sentido, pueden
utilizarse los nebulizadores o cremas o ungiientos nasales.

Ademas, los pulverizadores nasales o las formulaciones de polvo seco asi como los aerosoles de dosificacion
controlada también son adecuados para la administracion sistémica de los compuestos de la presente invencion.

Estos aerosoles con dosis controlada y/o por presion y formulaciones de polvo seco pueden inhalarse y/o insuflarse.
Las formas de administracion de este tipo desde luego que también tienen importancia para la aplicacion directa y
regional en el pulmén o los bronquios y la laringe. En consecuencia, las composiciones de polvo seco se pueden
formular, por ejemplo, como microesferas blandas con los compuestos de la invenciéon, como una mezcla de
microesferas con los compuestos de la invencion con los vehiculos adecuados, tales como por ejemplo lactosa y/o
glucosa. Para la inhalacién o insuflacion, los aplicadores habituales que son adecuados son los adecuados para el
tratamiento de la nariz, boca y/o faringe. Los compuestos de la presente invencién también pueden aplicarse por
medio de un dispositivo nebulizador ultrasénico. Como gas propelente para las formulaciones de pulverizador en
aerosol y/o aerosoles de dosificacion controlada, son adecuados el tetrafluoroetano o HFC 134a y/o el
heptafluoropropano o HFC 227, en donde se pueden preferir los hidrocarburos sin fluorar u otros propelentes que
son gaseosos a la presion normal y la temperatura ambiente, tal como por ejemplo propano, butano o dimetiléter. En
vez de aerosoles de dosificacién controlada, también pueden utilizarse los sistemas manuales con bomba libres de
propelentes.

Los aerosoles con gas propelente también pueden contener convenientemente adyuvantes tensioactivos, tales como
por ejemplo miristato de isopropilo, éster de acido graso con polioxietilensorbitano, trioleato de sorbitano, lecitinas o
lecitina de soja.

Ademas, cuando la composiciéon farmacéutica comprende un acido nucleico para el uso en la invencién para la
administraciéon a determinadas especies de animales, el acido nucleico para uso en la invenciéon procede
preferiblemente de esa especie. Por ejemplo, cuando la composiciéon farmacéutica se debe administrar a humanos,
el acido nucleico de la sustancia farmacéutica preferiblemente comprende la forma soluble de la proteina CD83
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humana o un derivado de la misma.

Los acidos nucleicos para el uso en la invencién pueden administrarse junto con agentes que incrementan la
permeabilidad de la membrana celular y/o la captacion celular de los acidos nucleicos. Ejemplos de estos agentes
son las poliaminas como se describe, por ejemplo, en Antony T. et al. (1999) Biochemistry 38: 10775-10784;
poliaminas ramificadas como se describe, por ejemplo, en Escriou, V. et al. (1998) Biochem. Biophys. Acta 1368(2):
276-288; poliaminolipidos como los que se describen, por ejemplo, en Guy-Caffey, J. K. et al. (1995) J. Biol. Chem.
270(52): 31391-31396; DOTMA como se describe en Feigner, P. L. et al. (1987) PNAS USA 84 (21): 7413-7417 y
porfirinas catidnicas como se describe, por ejemplo, en Benimetskaya, L. et al. (1988) NAR 26(23): 5310-5317.

La CD83 soluble anteriormente definida es adecuada para preparar anticuerpos (policlonales o monoclonales) contra
CD83. Los anticuerpos se pueden preparar segun métodos estandar conocidos en la técnica. Estos anticuerpos son
utiles especificamente en métodos de ensayo para determinar enfermedades correlacionadas con un presencia
aumentada de la proteina CD83 soluble en el suero del paciente, preferiblemente el método para determinar en un
paciente tumores, enfermedades autoinmunes, infecciones virales, etc., incluyendo leucemia de linfocitos B.

Empleando un ensayo Elisa se detecté CD83 soluble a una concentracion de aproximadamente 0,25 ng/ml (+/- 0,25
ng/ml) en individuos sanos. Sorprendentemente, en pacientes con tumores se detectaron concentraciones de hasta
15 ng/ml. Asi, este ensayo podria tener valor tanto para diagnéstico como para prondstico en pacientes con tumores.
Y también para pacientes que padezcan trastornos autoinmunes, alergias e infecciones virales, bacterianas y/o
parasitarias.

A continuacion se describen mas detalladamente diferentes aspectos de la invencion por medio de ejemplos.
Ejemplos
Ejemplo 1: Expresion recombinante en Escherichia coli del dominio extracelular de la CD83 humana.

Utilizando de plantilla un clon de ADNc humano de longitud completa se amplificé por PCR el dominio extracelular
de CD83 (condiciones de la PCR: 1 ciclo de 1 min a 94 °C; 30 ciclos, en donde cada uno consiste en 1 min a 94 °C
para la «desnaturalizacion», 1 min a 64 °C para la «hibridaciéon», 1 min a 72 °C para la «extension») con los
Siguientes cebadores de PCR: 5"TCCCCGGGAACGCCGGAGGTGAAGGTGGCT‘ 3 (SEQ ID n.° 5)

5'-AATTAGAATTCTCAAATCTCCGCTCTGTATT-3' (SEQ ID n° 6).

El fragmento de ADNc amplificado se clond entre los sitios Smal y EcoRI del vector de expresion pGEX2T
(Amersham Pharmacia Biotech, Friburgo, Alemania), lo que dio lugar al pIésmidoRpGEXZThCD83ext y este plasmido
se introdujo por transformacion en la cepa de E. coli TOP10F' [F{/acli®Tn10 (Tet™} mcrA A(mrr- hsd RMS-mcrBC) ®
80 lacZ, AM15 AlacX74 recA1 deoR araD139 A(ara-leu) 7697 gall gaK rpsL(StrY) endA1 nupG] (Invitrogen,
Groningen, Paises Bajos). La secuencia nucleotidica correcta de pGEX2ThCD83ext se verificd por secuenciacion.
La CDB83 extracelular se expres6 como una proteina de fusién que contiene la glutation S-transferasa como
companfero de fusiéon en el extremo amino. Se inserté un sitio de reconocimiento para la escisiéon por la trombina
entre la GST y el dominio extracelular de CD83 (véase la figura 1).

Ejemplo 2: Purificacion de la CD83ext humana recombinante
Cultivo:

Un cultivo bacteriano de una noche de la bacteria mencionada anteriormente se diluyé 1:10 en el medio LB nuevo
(complementado con ampicilina a 100 pg/ml) y se hizo crecer a una densidad 6ptica de 1,0. Se anhadi6 el IPTG
(concentracion final de 1 mM) y se continud con el cultivo durante una hora mas. Las células se sedimentaron, se
resuspendieron en 10 ml de tampodn nativo (NaCl a 140 nM, KCI a 2,7 mM, Na;HPO4 a 10 mM, KH2PO4 a 1,8 mM,
MnCl; a 2,6 mM, MgCl, a 26 mM, leupeptina a 1 ug/ml, aprotinina a 1 yg/ml, ADNasa | a 1 ug/ml, pH 7,6) por cultivo
de 500 ml y se le afiadid lisozima a 50 ug/ml. Después de una incubacion de 15 min en hielo, se centrifugé el lisado
a 20.000 x g.

Etapa de captura:

Se ariadieron 40 ml del sobrenadante a una columna de 5 ml de GSTrap en un sistema AKTA Explorer 10
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) que se equilibré previamente con 4 volumenes de columna del
tampon de fijacion: PBS (solucion salina tamponada con fosfato), pH 7,6. A continuacion se lavé la columna con 12
volumenes de columna del mismo tampoén de fijacion y posteriormente se eluyd con 5 volumenes de columna del
tampon de elucion: Tris-HCl a 50 mM, pH 8,0 con glutation reducido a 5 mM a una velocidad de flujo de 5 ml/min.
Entonces se traté la columna con 5 volimenes de columna de NaCl a 2 M/PBS, pH 7,6 y 5 volumenes de columna
del tampodn de fijacion (figura 2A).

Etapas de purificacion intermedias:
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Las fracciones que contienen la GST-CD83ext se dializaron frente a 1-metil-piperazina (Sigma) a 50 mM, Bis-Tris
(Sigma) a 50 mM, Tris (Sigma) a 25 mM, pH 9,5 (tampdn A) y se cargaron en una columna de intercambio aniénico
15Q PE 4.6/100 (Amersham Pharmacia Biotech) en un sistema AKTA Explorer 10 (Amersham Pharmacia Biotech).
Las proteinas se separaron mediante 3 gradientes salinos lineales diferentes: 16 volumenes de columna a una
concentracion esperada del tampon B al 10% (tampon A/NaCl a 1 M); 20 volumenes de columna a una
concentracion esperada del tampoén B al 50% y 10 volumenes de columna a una concentracion esperada del tampdn
B al 100% (véase la figura 2B).

Las fracciones con la GST-CD83ext se dializaron frente a PBS, pH 7,6. A continuacion, la proteina de fusion GST-
hCD83ext se incubdé con trombina (20 U/ml) en una matriz de glutatiéon-Sepharose a 22 °C durante 16 h. Para
separar la proteina hCD83ext de GST, esta solucién se cargd en columnas de glutation-Sepharose 4B
empaquetadas previamente en las mismas condiciones de tampdn que en la etapa de captura. Las fracciones con la
proteina CD83ext humana recombinante se recogieron directamente en las condiciones del tampén de fijacion. Los
resultados se muestran en la figura 2C.

Etapa de acabado final:

Finalmente se realiz una separacion de filtracion en gel preparativa en la que dicha fraccion eluida se deposito en
una columna Superdex 200 (26/16) de calidad prep (Amersham Pharmacia Biotech) en un sistema AKTA Explorer
10 (Amersham Pharmacia Biotech) con tampdn de elucion de PBS, pH 7,6, a una velocidad de flujo de 3 mil/min.

Las fracciones correctas se analizaron por tincion con plata, tincién de coomassie y analisis de inmunotransferencia
con anti-CD83 (Coulter-immunotech, Marsella, Francia) (véase la figura 2D).

Liofilizacién de la CD83 soluble recombinante:

El dominio soluble de la CD83 recombinante que habia sido purificado por HPLC se dializé frente a una dilucion de
1:20 de DPBS (BioWhittaker Europe). A continuacion, esta solucion de proteina se congeld en nitrégeno liquido y se
liofilizé durante 4 h en un dispositivo de liofilizacion a 1-2 LD (Christ). La proteina se volvié disolver con ddH,O
filtrada por 0,22 um en un volumen de concentracioén final de DPBS a 1x.

El analisis por SDS-PAGE reveld que se observaba que la proteina recombinante liofilizada no se degradaba tras
este procedimiento, y que de hecho era comparable a la proteina sin liofilizar (figura 2E).

Ejemplo 3: Inhibicion de la maduracion de las células dendriticas, del agrupamiento de células in vitro y de
los experimentos (con humano) por MRL

Cultivo:

A menos que se mencione otra cosa, todas las células se cultivaron en un medio estandar (medio con plasma
humano al 1%) que consistia en RPMI 1640 (BioWhittaker, Verviers, Bélgica) complementado con glutamina (200
pg/ml) (BioWhittaker, Veviers, Bélgica), penicilina/estreptomicina (20 pg/ml), Hepes a 10 mM, pH 7,5 (Sigma-Aldrich)
y plasma humano inactivado por calor (56 °C; 30 min) al 1% de un unico donante obtenido del Departamento de
Transfusiones Médicas, Eriangen, Alemania.

Generacion de células dendriticas:

Se aislaron células mononucleadas de la sangre periférica a partir de capas de leucocitos por sedimentacion en
Ficoll-hypague (Amersham Pharmacia Biotech, Friburgo, Alemania) y se dispusieron en placas de cultivo de 100 mm
revestidas con IgG (10 pg/ml de la y-globulina de la fraccion de Cohn; Sigma-Aldrich) y se incubaron a 37 °C en CO»
al 5%. Tras incubaciones de 1y 7 h, se recogieron las fracciones celulares no adherentes, y las células adherentes
se cultivaron adicionalmente en medio con plasma humano al 1% complementado con las citocinas GM-CSF (800
U/ml) e IL-4 (500 U/ml). El medio nuevo con GM-CSF a una concentracion final de 400 U/ml e IL-4 (500 U/ml) se
afnadi6 el dia 3 del periodo de incubacion. Las células no adherentes se recogieron al dia 4 o 5, se contaron y se
transfirieron a placas nuevas a una densidad de 0,3-0,5 x 10° células/ml. Para la maduracion final de las células
dendriticas, el medio con plasma humano al 1% se complementé con TNF-q, (1,25 ng/ml), GM-CSF (40 U/ml), IL-4
(200 U/ml), prostaglandina E; (0,5 pg/ml) (Lechmann, M. et al. (2001) J. Exp. Med. 194: 1813-1821).

La hCD83ext soluble inhibe la maduracién de las células dendriticas inmaduras:

Para analizar la influencia de hCD83ext sobre el fenotipo de las células dendriticas, el dia 8 se realizé el analisis por
FACS (véase la figura 3). Las células dendriticas se pueden hacer madurar completamente con el uso de un coctel
de maduracion especifico compuesto por IL-13, TNF-a y PGE; (figura 3a). Es interesante que cuando este coctel de
maduracién se administré el dia 5 a las células dendriticas inmaduras junto con la hCD83ext (4 ug/ml) y se dejo
hasta el analisis por FACS final el dia 8, estas células revelaron una reduccion manifiesta de la expresion de CD80
(del 96 al 66%) y de CD83 (del 96 al 30%) en la superficie celular (figura 3c), cuando se compararon con las células
dendriticas maduradas con normalidad (figura 3a). Asi pues, la hCD83ext induce una reduccion de la maduracién de
las células dendriticas (véase también el incremento de células positivas CD14). En cambio, las células dendriticas
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maduras que se incubaron con hCD83 durante 24 horas el dia 7 y se analizaron el dia 8 sdlo presentaron una
alteracion minima de la expresién de CD80 (del 96 al 92%), mientras que también se redujo la expresion de CD83
(del 96 al 66%) (figura 3b). Es interesante que la expresion de CD86 no estuviera influida en ninguin punto del tiempo
por la administracion de hCD83ext. Tampoco resultd afectada la expresion del CMH de clase | y Il, ni en las células
dendriticas maduras ni en las inmaduras (Lechmann, M. et al. (2001) J. Exp. Med. 194: 1813-1821) (véase la figura
3).

MLR alégena:

Los linfocitos T CD4+ y CD84+ se aislaron a partir de capas de leucocitos (las fracciones de células no adherentes
recogidas se incubaron con eritrocitos de oveja tratados con neuramidasa, se recogieron mediante centrifugacion en
gradiente de Ficoll y se cultivaron en RPMI, complementado con suero humano al 5% de un unico donante AB) y se
estimularon con diferentes proporciones de células dendriticas al6genas maduras. Las células se dejaron sin tratar o
se incubaron con diferentes concentraciones de hCD83ext o con SAB (Biorad) como control. Los linfocitos T (2 x
105/pocillo) y las células dendriticas se cocultivaron durante 4 dias en 200 pyl de RPMI, complementado con suero
humano al 5% de un solo donante AB en placas de cultivo celular de 96 pocillos. Las células recibieron un pulso con
[3H]-timidina (1 pCi/pocillo; Amersham Pharmacia Biotech) durante 16 h. Los sobrenadantes del cultivo se recogieron
en FilterMate® de fibra de vidrio con un recolector IH-110 (Inotech. Dottikon, Suiza) y los filtros se contaron en un
contador de microplacas 1450 (Wallac, Turku, Finlandia) (Lechmann, M. et al., (2001) J. Exp. Med. 194: 1813-1821).

Una caracteristica tipica de estos analisis por MLR es la formacién de grandes agrupamientos de células dentriticas
y linfocitos T. La adicién de hCD83ext el dia 1 inhibié fuertemente la tipica formacion de agrupamientos celulares de
células dendriticas y linfocitos T en proliferacion (Lechmann, M. et al. (2001) J. Exp. Med. 194: 1813-1821).

Ademas, las células dendriticas maduras tratadas con la hCD83ext soluble ven inhibida, de una manera dependiente
de la concentracion, su capacidad para estimular los linfocitos T. Asi pues, los linfocitos T ya no proliferan mas
(véase la figura 4).

Ejemplo 4: Agrupamiento de células in vitro y experimentos (con ratones) por MLR

Los ratones C57/BL6 macho o hembra y los ratones BALB/C (Charles River, Wiga, Sulzfeld, Alemania) se utilizaron
con una edad entre 1 y 4 meses.

Generacién de médula ésea-células dendriticas:

La generacion de médula ésea-células dendriticas a partir de ratones C67/BL6 se realizd exactamente como esta
descrito (J. Immunol. Methods 223: 77, 1999). EI RPMI 1640 (Life Technologies, Karlsruhe, Alemania) se
complementd con penicilina a 100 U/ml (Sigma), estreptomicina a 100 pg/ml (Sigma), L-glutamina (Sigma) a 2 mM,
ME (Sigma) a 50 pg/ml, STF filtrado e inactivado con calor al 10% (PAA, Célbe, Alemania). Se utiliz6 GM-CSF a 200
U/ml (PrepoTech/Tebu, Rocky Hill, NJ) los dias 0, 3, 6, y 8 del periodo de incubacion.

MLR alégena:

Los linfocitos T CD4+ y CD8+ se aislaron de los ganglios linfaticos inguinales y mesenquimatosos de ratones
BALB/C y se utilizaron para la MLR aldgena. Estos linfocitos T (2 x 10° células/pocillo) y médula 6sea-células
dendriticas del dia 9 (a diferentes proporciones) se cocultivaron durante 3 dias en 200 pl de RPMI 1640
complementado con penicilina a 100 U/ml, estreptomicina a 100 pg/ml, L-glutamina a 2 mM, ME a 50 pg/ml, STF
filtrado e inactivado con calor al 10% en placas de cultivo celular de 96 pocillos. Las células recibieron un pulso con
[3H]-timidina (1 pCi/pocillo; Amersham Pharmacia Biotech) durante 16 h. Los sobrenadantes de cultivo se recogieron
en FilterMate® de fibra de vidrio con un recolector IH-110 (Inotech, Dottikon, Suiza) y los filtros se contaron en un
contador de microplacas 1450 (Wallac, Turku, Finlandia).

La formacion de agrupamientos entre células dendriticas de ratén y linfocitos T de ratén fue inhibida por la hCD83ext
humana soluble. Ademas, las células dendriticas murinas tratadas con la hCD83ext humana soluble vieron inhibida,
de una forma dependiente de la concentraciéon, su capacidad para estimular los linfocitos T. Por lo tanto, los
linfocitos T ya no proliferan mas (véase la figura 5A).

Actividad bioldgica de la CD83 recombinante liofilizada:

La actividad biologica de la proteina liofilizada se determind mediante su actividad inhibidora en un analisis de la
reaccion linfocitica mixta como esta descrito mas arriba. La proteina inhibe la estimulacién de los linfocitos T
mediada por las células dendriticas de una manera dependiente de la dosis, igual que la proteina sin liofilizar (véase
la figura 5B). Asi pues, la CD83 soluble recombinante es estable tras la liofilizacion y mantiene su actividad
bioldgica. Se observé un efecto similar en un sistema humano (no se muestran los datos).

Ejemplo 5: Inhibicion de la encefalomielitis autoinmunitaria experimental (EAE)

La EAE es el modelo estandar para la esclerosis multiple. Se indujo la EAE en los ratones inyectandoles por via
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subcutanea en ambos muslos 50 pl de una suspension que contiene adyuvante de Freundsch completo (AFC) y
glucoproteina de mielina de oligodendrocitos (MOGs3s-55) el dia 0. El mismo dia se les inyectd por via intraperitoneal
100 pl de la toxina pertusica (2 pg/ml). El dia 2 se les administr6 una segunda dosis de la toxina pertusica.
Aparecieron signos clinicos de paralisis entre los dias 10 y 14.

Inhibicién de la EAE en un modelo in vivo:

Para analizar la capacidad de hCD83ext para prevenir y suprimir la paralisis asociada a la EAE, se administraron
100 yl de hCD83 (1 ug/1 pl) mediante inyeccion los dias —1, 1 y 3 (véase la figura 6A). Como control, un grupo de
ratones recibié una inyeccion con 100 yl de SAB (1 pg/1 pl). Un tercer grupo de ratones se dejo sin tratar. En los tres
grupos de ratones se indujo la EAE el dia 0. Sorprendentemente, la hCD83ext casi inhibié completamente la
paralisis asociada a la EAE.

Efecto duradero de la inhibiciéon de la EAE:

Se demostré que incluso cuando se induce la EAE una segunda vez, los ratones tratados con la CD83 todavia estan
protegidos (tres dosis de CD83 soluble protegen a los ratones de la EAE).

La EAE se indujo como esta descrito mas arriba: se inyectaron (i.p.) 100 ug de hCD83 (o SAB como control) los dias
-1, 1y 3. La EAE se indujo el dia 0 mediante inyeccién subcutanea (s.c.) del péptido MOG emulsionado en AFC
enriquecido con M. tuberculosis. Ademas, se les administraron (i.p.) 200 ng de la toxina pertusica (Pt) los dias O y 2.
La hCD83 inhibi6 casi completamente la paralisis, mientras que los ratones tratados con SAB y sin tratar
desarrollaron fuertes sintomas de la enfermedad (véase la figura 6B; 1.EAE, panel izquierdo). El dia 28 se indujo la
EAE una segunda vez por inmunizacion de los ratones con el péptido MOG tal y como esta descrito mas arriba.
Sorprendentemente, sélo estaban completamente protegidos los ratones que habian sido tratados tres veces con la
CD83 soluble, mientras que los ratones tratados con la SAB y los ratones sin tratar estaban paralizados (véase la
figura 6B; 2.EAE, panel derecho).

Inhibicién de la EAE en una aplicacion terapéutica:

La EAE se indujo el dia 0 tal y como esta descrito mas arriba mediante inyeccion subcutanea (s.c.) del péptido MOG
emulsionado en AFC enriquecido con M. tuberculosis. Ademas, se administraron (i.p.) 200 ng de la toxina pertusica
(Pt) los dias 0 y el 2. La hCD83ext (100 pg/dosis) se administré 14 veces, en dias alternos, desde el dia 3 en
adelante. Incluso en esta situacion terapéutica, la CD83 soluble fue capaz de influir fuertemente en los sintomas de
la EAE. La SAB (100 ug/dosis) se utilizé como control negativo (véase la figura 6C).

Ejemplo 6: Produccion de anticuerpos monoclonales contra la CD83 humana

Aproximadamente 50 ug de la proteina de fusién GST-hCD83ext se inyectaron por via intraperitoneal (i.p.) y por via
subcutanea (s.c.) en las ratas LOU/C. Tras un intervalo de 2 meses, se administro i. p. y s.c. un refuerzo final con el
antigeno 3 dias antes de la fusion. La fusion de la linea celular de mieloma P3X63-Ag8.653 con células inmunitarias
del bazo de rata se realizé de acuerdo con el procedimiento estandar. Se analizaron los sobrenadantes de los
hibridomas en un inmunoensayo de fase sdlida con la proteina GST-hCD83ext adsorbida a las placas de
microtitulacién de poliestireno. Tras la incubacién con sobrenadantes de cultivo durante 1 hora, los anticuerpos
monoclonales fijados se detectaron con anticuerpos IgG+IgM antirrata de cabra marcados con peroxidasa (Dianova,
Hamburgo, Alemania) y o-fenilendiamina como cromdgeno en la reaccion de la peroxidasa. Una proteina de fusion
irrelevante con GST sirvié de control negativo. El isotipo de la inmunoglobulina de los anticuerpos monoclonales se
determiné con anticuerpos monoclonales antirrata biotinilados especificos de la subclase de inmunoglobulina (IgG)
(ATCC, Rockville, MD). Los CD83-1G11 (IgG1 de rata) y CD83-4B5 (IgG2a de rata) se utilizaron para el analisis de
inmunotransferencia y el analisis por FACS.

Ejemplo 7: Determinacion de la CD83 soluble en los pacientes

Con un analisis por ELISA se detectd la CD83 soluble a una concentracion de aproximadamente 0,25 ng/ml (+ 0,25
ng/ml) en los individuos sanos. Sorprendentemente, en los pacientes con tumores, se detecté una concentracion de
hasta 15 ng/ml. Asi pues, este ensayo podria tener valor diagndstico y prondstico para los pacientes con tumores.

Ejemplo 8: hCD83ext es una proteina homodimérica mantenida por puentes disulfuro

La proteina CD83ext humana recombinante purificada por HPLC (la clonacion y la expresion estan descritas en el
ejemplo 1, y la purificacion esta descrita en el ejemplo 2) se analizé con el sistema SDS-PAGE de Laemmli. Para
identificar las posibles formas oligoméricas de CD83 se ha omitido el 2-mercaptoetanol (ME) del tampon de muestra
(SDS al 2%, 2-mercaptoetanol (ME) al 5%, glicerol al 10%, EDTA a 0,2 mM, azul de bromofenol al 0,005%, Tris a
62,5 mM, pH 6,8). En ausencia de este reductor, los puentes disulfuro intra- y intercatenarios de CD83 permanecen
intactos. Las muestras de proteinas reducidas y sin reducir se incubaron durante 5 min a 95 °C y se compararon
entre si por SDS-PAGE (véase la figura 7). Durante la electroforesis, la movilidad de las proteinas oligoméricas en
SDS es menor que la de sus componentes polipeptidicos totalmente desnaturalizados en SDS. Sin ME, aparece una
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banda superior del tamafio estimado de un dimero de CD83 (aproximadamente 25 kDa), mientras que la banda de
CD83 monomérica (aproximadamente 14 kDa) es tenue. El analisis de inmunotransferencia con el anticuerpo CD83-
1G11 anti-CD83 (Lechmann et al., Protein Expression and Purification 24: 445-452 (2 de marzo de 2002)) confirmé
la especificidad de las bandas de proteina. Por lo tanto, la hCD83ext es una proteina homodimérica mantenida por
puentes disulfuro.

La actividad inhibidora del aislado de la proteina homodimérica mantenida por puentes disulfuro se determiné en los
experimentos por MLR descritos en los ejemplos 3 y 4. Se encontré que la actividad inhibidora del homodimero
aislado era idéntica a la descrita en los ejemplos 3 y 4.

Ejemplo 9: Generacion de una forma mutante de la CD83 soluble

Clonacion del mutante de Cys a Ser en la posicion 129 de hCD83ext en Escherichia coli

El dominio extracelular mutante de la CD83 humana (aminoacidos 20 a 145) se amplificé6 por PCR con el conjunto
siguiente de cebadores:

sentido-pGEX2ThCD83: 5-TCCCCCCGGG AACGCCGGAG GTGAAGGTGG CT-3' y antisentido-
CD83extra_mutantCtoS: 5'-
AATTAGAATT  CTCAAATCTCCGCTCTGTAT TTCTTAAAAG TCTCTTCTTT ACGCTGTGCAG GGGAT-3'
(MWG-Biotech AG; SEQ ID n.° 11 y 12, respectivamente). El cebador antisentido inserta una transversion de
nucledtido de g a ¢ que conduce a un cambio de aminoacido de cisteina a serina en la posicion 129 de los
aminoacidos (véase la figura 8). Las condiciones de la PCR fueron: etapa de desnaturalizacion inicial de 5 minutos a
94 °C, 31 ciclos: desnaturalizacion de 1 min a 94 °C, hibridacion de 1 min a 61 °C, elongacion de 2 min a 72 °C; y
una etapa final de elongacién de 10 min a 72 °C. El fragmento de ADNc amplificado se subcloné en los sitios Smal y
EcoRI del vector de expresion pGEX2T (Amersham, Pharmacia Biotech), lo que da lugar al plasmido
pGEX2ThCD83ext_mut129_CtoS y se introdujo por transformacion en la cepa de E. coli TOPO10 (Invitrogen). Se
verificd por secuenciacion que la secuencia de nucledétidos era la correcta.

Expresién recombinante de la proteina mutante hCD83ext mut129 CtoS en Escherichia coli

La expresion y purificacion del mutante de hCD83ext se realizé tal y como esta descrito mas arriba para la proteina
hCD83ext recombinante:

Un cultivo bacteriano de una noche se diluyé 1:10 en medio LB nuevo (complementado con 100 pg/ml de
ampicilina). A una densidad éptica de 0,9 se le afiadié IPTG a 1 mM y se continud con el cultivo durante 1 h mas. A
continuacion se sedimentaron las células y se resuspendieron en 10 ml de tampon nativo (NaCl a 140 mM, KCl a 2,7
mM, Na;HPO4 a 10 mM, KH,PO4 a 1,8 mM, MnCl a 2,6 mM, MgCl; a 26 mM, 1 pg/ml de leupeptina, 1 ug/ml de
aprotinina, 1 ug/ml de ADNasa |, pH 7,6) por 500 ml de cultivo. También se afiadieron 50 ug/ml de lisozima. Tras la
incubacion de 15 min en hielo, se centrifugd el lisado a 20.000 g. Purificacion de la proteina: etapa de captura: se
depositaron 40 ml del sobrenadante en una columna de 5 ml GSTrap en un sistema AKTA Explorer 10 (Amersham
Pharmacia Biotech). Tampon de fijacion: PBS (NaCl a 140 mM, KCI a 2,7 mM, Na;HPO4 a 10 mM, KH,PO4 a 1,8
mM, pH 7,6). Tampon de elucion: Tris-HCIl a 50 mM, pH 8,0 con glutation reducido a 5 mM. Velocidad del flujo: 5 ml.
Procedimiento cromatografico: 4 VC (volumenes de columna) de tampdn de fijacion , 40 ml de sobrenadante, 12 VC
de tampon de fijacion, 5 VC de tampédn de elucién, 5 VC de NaCl a 2 N/PBS, pH 7,6, 5 VC de tampon de fijacion.
Luego, la proteina de fusion GST-hCD83ext se incubd 16 h con trombina (20 U/ml) a 22 °C. Para separar la proteina
hCD83ext de la GST, se cargoé de nuevo la elucidon en una columna de 5 ml GSTrap con las condiciones del tampoén
de la etapa de captura. El eluido con la proteina CD83ext humana recombinante se recogié en las condiciones del
tampon de fijacion.

La hCD83ext_mut129_CtoS purificada se comparé con la hCD83ext purificada por SDS-PAGE (véase la figura 9).
En condiciones reductoras y no reductoras, la forma mutante de CD83 mostré una banda monomérica estable a 14
kDa. Esta banda es similar a la proteina de tipo silvestre de hCD83ext en condiciones reductoras. En condiciones no
reductoras no se pudo detectar ningin dimero de CD83 con la proteina mutante de CD83. Por lo tanto, se necesita
la 5.2 cisteina carboxiterminal del dominio extracelular de CD83 para la creacion de homodimeros. El analisis de
inmunotransferencia confirmé la especificidad de las bandas (no se muestran los datos).

La actividad inhibidora de hCD83ext_mut129_CtoS que se ensay6 como en los experimentos por MLR descritos en
los ejemplos 3 y 4 fue similar a la del compuesto analizado en los ejemplos 3 y 4.

Ejemplo 10: La CD83 soluble inhibe la proliferacion de los esplenocitos.

Inhibicion de la proliferacién de los esplenocitos:

Después de 30 o, alternativamente, 60 dias de la inmunizacién de los ratones con MOG, se retiraron los bazos para
los ensayos de reestimulacion. Las células se cultivaron en medio HL-1 sin suero complementado con penicilina
(100 U/ml, Sigma), estreptomicina (100 pg/ml, Sigma), L-glutamina (2 mM, Sigma) y 2-mercaptoetanol (50 uM,
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Sigma). Las células especificas contra MOG se analizaron por incubacion de 4 x 10° esplenocitos con diferentes
concentraciones del péptido MOG en 200 pl de HL1/p00|IIo en una placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos.
Adicionalmente, como control, se estimularon 4 x 10° esplenocitos con la IL-2 (500 U/ml, Proleukin). Como control
negativo se utilizaron cultivos sin estimular. Trascurridas 72 horas, los cultivos se recibieron un pulso de [ H]-timidina
(0,4 Ci/mmol, Amersham TRA-20). Doce horas después se midi6 la incorporacion de la timidina con un contador de
microplacas (Wallac).

Los esplenocitos procedentes de los ratones tratados con hCD83ext redujeron claramente la proliferacion (véase la
figura 10A). Adicionalmente, como control, se estimularon 4 x 10° esplenocitos con la IL-2 (500 U/ml). De igual
forma, las células tratadas con hCD83ext todavia son capaces de proliferar en respuesta a la IL-2 (véase la figura
10A, inserto a la derecha). Estos datos demuestran con claridad que la proliferacion de los esplenocitos esta
reducida en los ratones tratados con CD83, aunque se pueden volver a estimular con la IL-2. Por lo tanto, no estan
muertos.

La reestimulacién de los esplenocitos procedentes de ratones tratados con hCD83ext, con SAB o sin tratar, en
donde la EAE se indujo dos veces (véase la figura 10B). Los ratones tratados con hCD83ext mostraron una ligera
reduccion de la capacidad de proliferacion. Sin embargo, mientras que los ratones tratados con SAB y los ratones
sin tratar siguen proliferando fuertemente en respuesta a la IL-2, las células tratadas con la hCD83ext proliferan
menos en respuesta a la IL-2 (véase la figura 10B, inserto a la derecha).

Estos datos demuestran con claridad que la proliferacién de los esplenocitos esta reducida en los ratones tratados
con la CD83.

Ejemplo 11: la CD83 soluble inhibe la produccion de las citocinas en los esplenocitos

A los esplenocitos recogidos que se estimularon con diferentes concentraciones del péptido MOG (tal y como esta
descrito en el ejemplo 10), se les examind su produccion de citocinas ex vivo. Los sobrenadantes del cultivo se
tomaron tras 96 horas y se analizaron con los kits de ELISA de sandwich disponibles comercialmente para INF-y, IL-
2, IL-4 e IL-10 (BD Biosciences). Las células tratadas con hCD83ext (tras la primera induccion de la EAE) tenian
fuertemente inhibida la produccién del IFN-y (véase la figura 11A). También estaba reducida con claridad la
produccion de IL-10. La produccion de la IL-2 y de la IL-4 no se habia visto considerablemente alterada. Estos datos
demuestran con claridad que la CD83 soluble conduce a una reduccion de la produccién de citocinas en los
animales tratados.

La produccién de las citocinas desde los esplenocitos se determiné también en los esplenocitos procedentes de
animales en donde la EAE se indujo dos veces (véase la figura 11B). La produccion del IFN-y esta fuertemente
inhibida. Lo mismo ocurre con la produccion de la IL-10. La produccién de la IL-2 no se ve muy alterada. Hay cierta
produccion de IL-4 en las células tratadas con SAB y sin tratar, aunque los valores son muy bajos y estan cercanos
al limite de deteccion. De nuevo, estos datos demuestran claramente que la CD83 soluble conduce a una reduccién
de la produccion de citocinas en los animales en los que se ha inducido la EAE una segunda vez.
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agatacagcg

ttttgteccca

cacactactc
caccgecttet
g£gcttttca
ttgaacactc
tgggatacat
ggeggaaatt
gtgcgaaggt
aactattcce

agggatgcca

tttttcaaag

tgctagetga
gctagaagéa
gtctégécac
gttagtaaac
aagctgaatg
gagttctgga
gaggctacaa
éactggctca
ggggagctat
tgcatt;ctt
ctaaﬁggtgt

tgcttaccte

Gly Cys Ala Cys Ser

15

Val Ala Cys. Ser Glu

30

Ala Asp Leu Pro Cys Thr Ala Pro Trp Asp Pro Gln Leu Sex Tyr
45 . :

35 40

24

751
811
871
931
991
1051
1111

1171

1231

1291
1351
1411
1471
1531
1591

-1651

1711

1771

1831

1891
1951
2011
2051

Leu

Thr

Ala



10

15

20

25

30

35

Val Ser
50

Pro Glu
65

Tyr'Sgr
Arg Cys
Val Vall
Phe Arg

130

Phe Tyr
145

Ser Ile
Pro Val
Thr Glu

<210>5
<211> 31
<212> ARN

Trp
Ser
Leu
Ala
Leu
115
Lys
Leu
Phe

Thr

Thr
185

Ala
Lys
Thr
Leu
100
Lys
Tyx
Thr
Pro
Ser

180

Vval

Lys
Gln
Ile

85
Gln
Val
Arg
Leu
Asp
165

Pro

<213> Secuencia Artificial

<220>

Val
Asn
70

Gln

Glu

Thr

Ala
Ile
150

Ile

Ser

Ser

55
Serx
Asn
Leu
Gly
Glu
135
Ile

Serxr

Lys

ES 2 534 308 T3

Glu
Serx
Thr
Gly
Cys
120
Ala
Phe
Lys

His

Ser

Phe
Thr
Gly
105
Pro
Val
Thr

Pro

Leu
185

Gly

Glu

Ile

Gln

Lys

Leu

Cys

Gly

170
Gly

Thr

Ala
- 15

Cys’

Arg
Glu
Leu
Lys
155

Thx

Pro

Glu Ser
60

Pro Arg
Ser Ser
Asn Leu
Alé Thr

125

Phe Ser
140

Phe Ala

Glu Gln

Val Thx

<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador de CD83ext

<400> 5

tccceccggga acgecggagg tgaaggtgge t

<210>6
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

31

<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador de CD83ext

<400> 6

aattagaatt ctcaaatctc cgctctgtat t

<210>7
<211> 435
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

31

Val
Axrg
Gly
Ser

110
Glu

Leu

Arg

Ala

Leu
190

Glu
Arg

Thr

95

Gly
Sex
Val
Leu
Phe

175

Pro

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: secuencia parcial de pGEX2ThCD83ext

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(

<220>

417)

25

Leu

Ala -

80
Tyr
Thr
Thr
Val
Gln’
160

Leu

Lys
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15

<221> mat_péptido
<222> (28)..(417)

<400>7
cct cca aaa tecg gat
Pro Pro Lys Ser Asp

gtg
vVal

tgg
Trp

ggt
Gly
40

cag
Gln
gaa

Glu

g99
Gly

agt
Sex

gaé
Glu
120

aag
Lys

gat’

Asp
25

ggt
Gly

ca¢
His

agg
Arg

aca
T‘hr

ggc
Gly
105

gag
Glu

<210> 8

<211> 139

gtg

Val
10

ccg
Pro

gaa
Glu

tat
Tyr
cce

Pro

tac
Tyr

90"

‘aag

Lys

act
Thx

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: secuencia parcial de pGEX2ThCD83ext

<400> 8
Pro Pro Lys Ser Asp Leu Val Pro Arg Gly Ser Pro Gly Thr Pro Glu
-5 : .

gct
Ala

cag
Gln

gag
Glu

cat
His

tat
Tyr
75

agg
Arg

gtg
Val

ttt
Phe

-5

tge
Cys

gtt
Val

agg

Arg

cag
Gln
60

tece
Sex

tge
Cys

ate

Ile

aag
Lys

ctg
Leu

tce
Ser

cce
Pro

atg
Met
45

aag
Lys

ctg
Leu

act
Thr

ttg
Leu

aaa
Lys
125

gtt
val-

gaa
Glu

‘tac
Tyr
30

gag
Glu

999
Gly

aag
Lys

ctg
Leu
aga
110

tac
Tyr

ccg
Pro
gat

15
acg

Thr

aca
Thr

caa
Gln

atc
Ile

cag
Gln
95

gtg
Val

aga

ES 2 534 308 T3

cgt

-1
gtg
val

gtc
val

cce
Pro

aat
Asn
cga

80
gac
Asp
aca
Thr

gcg
Ala

gga
Gly

gac

tce
Ser

cag’
Gln

ggt
Gly
65

aac
Asn

ccg
Pro

gga

Gly

‘gag

Glu

-1

tce
Ser

ttg
Leu

tgg
Trp

gaa
Glu
50

tect
Ser

act
Thr

gat’

Asp

tgc
Cys

att
Ile
130

1

ccg
Pxo

cce
Pro

gte
Val
35

gac

tte
Phe

ace
Thr

999
Gly

cct

Pro.

115

gga
Gly

tgc
Cys
20

aag
Lys

cac
His

gac

agc
Sex

‘cag

Gln
100

gca
Ala

acg
Thr
S

acc
Thr

tta
Leu

ctc

Leun

gce
Ala

tge
Cys
85

aga
Arg

cag
Gln

ccg
Pro

gce
Ala

ttg
Leu

agg
Arg

cece
Pro
70

aac
Asn

aac
Asn

cgt
Axg

gag
Glu

cce
Pro

gag
Glu

gga
Gly
55

aat
Asn

tcg

Sex

cta
Leu

aaa
Lys

tgagaattca tegtgact

5

48

96

144

192

240

288

336
384

435

Val Lys Val Ala Cys Ser Glu Asp Val Asp Leu Pro Cys Thxr Ala Pro
15

Trp Asp Pro Gln Val Pro Tyxr Thr Val Ser

Gly Gly Glu Glu Arg M
.40

25

10

30

45

26

Trp

50

20

Val Lys Leu Leu Gl
35

u

et Glu Thr Pro Gln Glu Asp His Leu Arg Gly
55
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15

20

Gln His

Glu Arg

Gly Thr

Sexr Gly

105

Glu Glu.

120

<210>9
<211> 435
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

Tyr His
Pro Tyr
75

Tyr Arg
90

Lys Val

Thr Phe

Gln

60

Ser

Cys

Ile

Lys

Lys Gly Gin-Asn G
Leu Lys Ile Arg Asn Thr
Thr Leu Gln Asp Pro Asp

Leu Arg Val Thr Gly Cys
110

ES 2 534 308 T3

80

95

ly Ser
65

100

115

Lys Tyr Arg Ala Glu Ile
: 130

125

85 |

Phe Asp Ala Pro Asn

70

Thr Ser Cys. Asn Ser
Gly Gln Arg Asn Leu

Pro Ala Gln Arg Lys

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: secuencia parcial de pGEX2ThCD83ext_ mut129 CtoS

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(417)

<220>

<221> mat_péptido
<222> (28)..(417)

<400> 9

cct
Pro

gtg
Val

tgg
Tzp

ggt
Gly
40

cag
Gln

gaa
Glu

a99

© Gly

agt
Ser

cca
Pro

aag
Lys

gat
Asp
25

ggt
Gly

cac
His

agg
Arg

aca
Thr

gge

Gly

aaa tcg
Lys Ser

gtg gct
Val Ala
. 10 :

ccg cag
Pxo Gln

gaa gag
Glu Glu

tat cat
Tyr His

cce tat
Pro Tyr
75

tac agg
Tyr Axg
90 .

aag gtg
Lys Val

gat
Asp
-5

tge
Cys

gtt
Val

agg
Arg

cag
Gln
60

tece

Serx

tge
Cys

atc
1le

ctg
Leu

tece
Ser

cce
Pro

atg
Met
45

aag
Lys

ctg
Leu

act
Thx

ttg
Leu

gtt
Va;

gaa
Glu

tac
Tyx
30

gag
Glu

999’

Gly

aag
Lys

ctg
Leu

aga
Axg

ccg
Pro

gat

15

acqg
Thr

aca
Thr

caa
Gln

atc
Ile

cag
Gln
95

‘gtg

val

cgt
Axg
-1

gtg
Val

gte
Val

cee
Pxro

aat

Asn

cga
80

gac

aca
Thr

gga
Gly

éac

tee
Ser

cag
Gln

ggt
Gly
65

aac
Asn

ceqg
Pro

gga
Gly

tce
Ser

ttg
Leu

tgg
Trp

éaa
Glu
50

tct

Ser’

act
Thr

gat
Asp

tce
Ser

27

ccg
Pro

cce
Pxo

gte
val
35

gac
Asp
tte
Phe

acc
Thye

999
Gly

cct
Pro

gga
Gly

tgc.

Cys
20

aag
Lys

cac
His

gac

Asp

égc
Ser

cag
Gln
100

gca
Ala

acg
Thr

acc
Thr

tta
Leu

cte
Leu

gcc

Ala

‘tge

Cys
85

aga

cag
Gln

ceqg
Pro

gece
Ala

ttg
Leu

agg

cee
Pro

170

aac
Asn

aac
Asn

cgt
Arg

gag
Glu

cce
Pro

gag
Glu

gga

Gly
55

aat

Asn -

teg
Ser

cta’

Leu

aaa
Lys

48

96

144

192

240 .

288

336

384
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108 : 110 . 115

gaa gag act ttt aag aaa tac aga gcg gag att tgagaattca tcgtgact . 435
Glu Glu Thr Phe Lys Lys Tyr Arg Ala Glu Ile
120 : 125 130

<210>10

<211> 139

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: secuencia parcial de pPGEX2ThCD83ext_ mut129 CtoS

<400> 11
Pro Pro Lys Ser Asp lLeu Val Pro Arg Gly Ser Pro Gly Thr Pro Glu
-5 o § 1 5
Val Lys Val Ala Cys Ser Glu Asp Val Asp Leu Pro Cys Thr Ala Pro
10 - - 15 20
Trp Asp Pro Gin Val Pro Tyr Thr Val Ser Trp Val L:ys Leu Leu Glu
25 30 35 ]
Gly Gly Glu Glu Arg Met Glu Thr ‘Pro Gln Glu Asp His Leu Arg Gly
40 45 50 . ~ 55
Gln His Tyr His Gln Lys Gly Gln Asn Gly Ser ‘Phe Asp Ala Pro Asn
60 . 65 . 70
Giu Arg Pro Tyr Ser Leu Lys Ile Arg Asn Thr Thr Sér.-Cys Asn Ser
. 75 80 . . 85
Gly Thr Tyx Ax:g Cys Thr Leu Gln Asp Pro Asp Gly Gln Arg Asn Leu "
920 9s 100
Ser Gly Lys Val Ile Leu Arxrg Val Thr Gly Ser Pro Ala Gln Arg Lys
. 105 110 . 115
Glu Glu Thr Phe Lys Lys Tyr Arg Ala Glu Ile
120 125 130 -
<210> 11
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: cebador sentido -pGEX2ThCD83
<400> 11
tcccecececggg aacgeccggag gtgaaggtgg ct 32
<210> 12
<211> 66
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: cebador antisentido-CD83extra_mutantCtoS

<400> 12
aattagaatt ctcaaatctc cgectctgtat ttcttaaaag tctcttettt acgetgtgea 60
ggggat ‘ . . o 66

28
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina CD83 soluble que es una proteina CD83 monomeérica en la que uno o mas de los restos de cisteina
se han sustituido por un resto de aminoacido diferente.

2. La proteina CD83 soluble de la reivindicacién 1, en la que los uno o mas restos de cisteina se han sustituido por
un resto de aminoacido pequerio y/o polar, diferente, preferiblemente

(i) el resto de aminoacido pequefio y/o polar se selecciona de serina, alanina, glicina, valina y treonina,
preferiblemente serina; y/o

(ii) la CD83 soluble tiene ademas uno o mas restos de aminoacidos derivados del dominio intracelular vecino en su
extremo carbonilo, preferiblemente la proteina CD83 soluble comprende los restos de aminoacidos 20 a 145 de la
SEQ ID n.° 2, donde uno o mas restos de cisteina se han sustituido; y/o

(iii) la CD83 soluble ademas tiene secuencias funcionales unidas a su extremo amino, preferiblemente secuencias
funcionales de hasta 10 restos aminoacidos, y lo mas preferiblemente porta en el extremo amino los aminoacidos
adicionales Gly-Ser-Pro-Gly; y/o

(iv) la proteina CD83 soluble comprende los restos aminoacidos 1 a 130 de la SEQ ID n.° 8, en la que uno o mas
restos de cisteina se han sustituido; y/o

(v) un resto de cisteina, preferiblemente el quinto resto de cisteina se ha reemplazado; y/o
(vi) el resto de cisteina sustituido esta en el dominico extracelular de CD83.

3. La proteina CD83 soluble monomérica de la reivindicacién 1 6 2, en la que la proteina CD83 soluble comprende
los restos aminoacidos 20 a 144 de la SEQ ID n.° 2, en la que el resto de cisteina en la posicién 129 se ha
reemplazado por un resto de serina, o comprende los restos aminoacidos 1 a 130 de la SEQ ID n.° 10.

4. La proteina CD83 soluble de la reivindicacién 1 6 2, en la que la proteina CD83 soluble comprende los restos
aminoacidos 20 a 144 de la SEQ ID n.° 2, excepto que el resto de cisteina que corresponde al aminoacido 100 de la
SEQ ID n.° 2 se ha reemplazado por un resto aminoacido pequefio y/o polar, diferente, preferiblemente una serina.

5. La proteina CD83 soluble de la reivindicacién 4, que comprende los restos aminoacidos 20 a 145 de la SEQ ID n.°
2, excepto que el resto de cisteina que corresponde al aminoacido 100 de la SEQ ID n.° 2 se ha reemplazado por un
resto aminoacido pequefio y/o polar, diferente, preferiblemente una serina.

6. La proteina CD83 soluble de la reivindicacion 4, que consiste en los restos aminoacidos 20 a 145 de la SEQ ID n.°
2, excepto que el resto de cisteina que corresponde al aminoacido 100 de la SEQ ID n.° 2 se ha reemplazado por un
resto aminoacido pequefio y/o polar, diferente, preferiblemente una serina.

7. La proteina CD83 soluble de la reivindicacién 4, que consiste en:

(i) los restos aminoacidos 20 a 145 de la SEQ ID n.° 2, excepto que el resto de cisteina que corresponde al
aminoacido 100 de la SEQ ID n.° 2 se ha reemplazado por un resto aminoacido pequefio y/o polar, diferente,
preferiblemente una serina; y

(ii) secuencias funcionales unidas a su extremo amino, preferiblemente secuencias funcionales de hasta 10 restos
aminoacidos, y lo mas preferiblemente porta en el extremo amino los aminoacidos adicionales Gly-Ser-Pro-Gly.

8. La proteina CD83 soluble de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que dicha proteina se obtuvo
mediante expresion recombinante en una célula hospedadora procariota.

9. La proteina CD83 soluble de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que dicha proteina se obtuvo
mediante expresion recombinante en una célula hospedadora eucariota.

10. Un acido nucleico o un vector de expresion recombinante que codifica la proteina CD83 soluble segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

11. Una célula hospedadora procariota o eucariota transformada/transfectada con un acido nucleico o un vector de
la reivindicacion 10.

12. Un método para producir la proteina CD83 soluble segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que
comprende cultivar una célula hospedadora procariota o eucariota transformada/transfectada segun la reivindicacion
11.

13. Una composicién farmacéutica que comprende la proteina CD83 soluble como se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9, o el acido nucleico o el vector definido en la reivindicacion 10.

29
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14. El uso de la proteina CD83 soluble de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para la produccion de un
medicamento para el tratamiento o prevencién de una enfermedad o afeccién médica causada por la disfuncion o
funcioén indeseada de una respuesta inmune celular que implica células dendriticas, linfocitos T y/o linfocitos B.

15. El uso de la reivindicacién 14, en el que dicha enfermedad o afeccién médica causada por la disfuncién funciéon
indeseada de una respuesta inmune celular que implica células dendriticas, linfocitos T y/o linfocitos B se selecciona
del grupo que consiste en alergias, asma, rechazo de un tejido u érgano trasplantados, sindromes autoinmunes tales
como miastenia grave, esclerosis multiple, vasculitis, enteropatias inflamatorias cronicas, tales como la enfermedad
de Crohn o colitis ulcerosa, HLA B27 asociada a autoinmunopatias tales como la enfermedad de Bechterew y lupus
eritematoso sistémico, enfermedades cutaneas tales como psoriasis, artritis reumatoide, diabetes sacarina
insulinodependiente y sida.
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Sitio de corte de la

trombina SmaTl

[ P —
pGEX2T. .. CCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCCCGT GGATCCCCGGRAACGCCGGAGGT
P P K § D L V P R G § P G T P E WV

GRAGGTGGCTTGC TCCGARMGATCTCRACTTGCCCTGCACCGCCCCCTGGGATCCGCAGET
K vV A C 5 E DV DULUPUCTW AUPTWD P Q V

TCCCTACACGGTCTCCTGGGTCAAGTTAT TGGAGGGTGGTGAAGAGACCATCGAGACACT
P ¥ T VvV 8 W V K L L E G G E E R MET P

CCAGGAAGACCACCTCACGEGACACCACTATCATCAGAAGGGGCAAMATGGTTCTTTCGA
Q E D H L R G Q H ¥ H Q K G Q N G s F D

CGCCCCCAATGARAGGCCCTATTCCCTGAAGATCCGAAACACTACCAGCTGCAACTCGES
A P N E R P Y 8 L K I RMNTT S CN S5 G

GACATACAGGTGCACTCTGCAGGACCCGGATGGECAGAGAAACCTAAGTGGCAAGGTGAT
T ¥ R €C T L Qg D P D G Q R N L 8 G K V I

CTTCAGACTGACACGATCCCCTCGCACAGCGTAAAGAAGAGACTT TTAAGAAATACAGAGC
L RV T G C P A Q R KEETVF K K ¥ R A

GGAGATITGAGAATTCATCGTGACT ...pGEX2T

E [ - =eecme=

EcoRL

Fig.1

31



ES 2 534 308 T3
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mUA elucion con gradiente
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aplicacion de |gyado elucién

mUA | la muestra \
2000
1000
0 I;__
0 20 40 60 mi
Fig.2 CI

Fig.2 C II
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mUA
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hCD83ext hCD83ext liofilizada

14kDa !
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Sitio de corte de
la trombina Smal

pGEXIT. .. CCTCCAAAATCOOATCTOCTTCCOCGTOGATCCCOGOGARCGOCGGAGET
P P K § DL VWV P ROG S P G T P EV

BARAGETCCCTTOCTCCOAMIATGTGGACTTGCCCTECACCGCCCCCTGEGATCCGCAGGT
l?h_ﬂﬂlb“ﬂLPETlFHDFQV

ToCCTACACGOTCTCCTGAGTCARGTTATTGOAGGRTGGTEAAGAGRGGATGGAGACACC
P ¥ T v 8 W VvV K L L E G @ E E R M B T P

COASSARGACCACCTCAGEEGACAGCACTATCATCAGAMIGEACAMAATGGTTOTTTOGA
g B D H L R G @ H Y H @ K @@ Q@ M 4@ 8 F D

e CCCAAT CAMGECCCTATTCCCTGAAGATCCGAANCACTACCACCTQCAACTCRGR
A P N E R P ¥ 3 L KE I R N T T 8 C N 8 @G

AACATACAGGTGCACTCTECAGGACCCGEATOGRCAGAGAMCCTANGTGECANIGTOAT
T ¥Y R C T L Q@ D P D G Q R W L 8 G E ¥V I

I‘.‘TTGLGI-GTGLC&EEETcc.'ﬂcTGEAEMWTwGlﬂTTTTMGmTICIEm

Ll‘fTGSFhQHEIETFKITEl

GEAGATTTCGAGAATTCATCGTGACT . . .pGEXIET
B I = =cae=-=

Fig.8

45



ES 2 534 308 T3

hCD83ext_mut129_CtoS hCD83ext

kDa MMM +ME -ME +ME ME

<. Dimero de CD83ext
<. GST

<. Mondmero de CD83ext

46



ES 2 534 308 T3

vot-b614

L LU DOW AP W 1000 S0P W 1000 DOW AP W 1o

D0 AP WY 140

D0 AP WY 1

IBIEL) UI§ —W—
Je)EL UIS[] nooog
i . VS -m-

1x3 | peenn
£800Y .

— Doos
oooo
— nnnsl
— nonot

I annst

~ noant

]
=

(]

47



ES 2 534 308 T3

OpEINUIS DOW P WY 1000°0 . SOW P W 100%)

i T

g901°614

DOW P W 100 90w ap Wi 10

DOWap i |

H

huﬂﬂhﬂ =mm_Hu oof
avs ®

IXIERADU N

inar

Ie)er) UIS —w—

avs -

IX2ERAON ——

000t

poor

ooy

oooR

oooal

ooozl

2

-

48



ES 2 534 308 T3

ALVIT'Bl3

III YTT61d

" Qs e L L et :
w " w o T e o« . . ut " ) 4
L] oawisday
L] Iz...&. .
.om.mz-...
1 oore st
.I. doridure, Rl i
X8O ) N : '
1 n.mm—v:_”..l. .Y von waiuwi Wireaym ue:ii...
vsam. - vsen
‘_D opejnuwis ope[nwis
Jejen uis'td Jejeny uis g
¥ . . .
¢ Qo3 or- e @AY LINT
wt 2 o ot ) o oot Toaw g0t .
e T e T ACH e L oA Yt DO 160l
R T T s._... ‘DO KNH
R, ML AR T
Dot pyere 90 Isre
X1, Q0N K4 20 fvdiea
fauig] Dok ity S01¢ 52 (008

AW
vsaa
Jejeny :_m,ﬂ .

VTl

JEZ5 -opeinuis

EEG] son wdingre -
. 3@
ysag

._Emh.:_m D

{2018 1810000

opejnwis

IVvIT'6id

49



ES 2 534 308 T3

514 . .
| HIGTT6
AL .....m,”.. .“ oL L c@me T

oowivess s ) o or . « ]

=] oon idtond’

TS q] ooy istiseeg . —

ageas

in .
E uaum_zE_m <mnHMB

rejen ust O

fatssi) Dot o,
— i

o

Caisisl opejnuns
[}

1738} 1= 11 . e
ST I 3D kg

.. -
R g ] o0ty | SU6 G0 ovor- - _edds | eoos
s A N P 2 .

LTI Cae -

Gor oo emt s @

;TR 2| ‘DO AL Ir T

g ooy

.H.woa&ss_a o

B N AL
er K :

«! owu.:E_m . . <mn.ﬂ

eegusQ

WERADITN. .
Covsam.

reenuis 0 7L

XL ETT B

} D0KNHisoro

opejnw(s

19117014

50



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos


