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DESCRIPCION
Moléculas de union a lectina de tipo C, identificacion y usos de las mismas
La invencion se refiere al campo de la inmunologia.

Las células dendriticas (DC) son células profesionales que presentan antigenos (APC) que inducen inmunidad
celular después del reconocimiento de patégenos. Estas células por lo tanto son importantes en la defensa frente a
muchos patdgenos 23 Las DC |nmaduras se siembran por todos los tejidos periféricos para que actien como
centinelas frente a patogenos invasivos®. Después de la captura del patogeno, las DC se activan, procesan
patégenos para presentacion a antlgenos en las moléculas de la clase Il del Complejo de Histocompatibilidad
Principal (MHC), y migran hacia los érganos linfoides secundarlos en los que activan a los linfocitos T sin tratamiento
previo para iniciar algunas respuestas inmunes adaptatlvas Dependlendo del patégeno que reconocen las DC, la
diferenciacion de los linfocitos T sin tratamiento previo en celulas Th1 se desencadena por las DC como respuesta a
microbios intracelulares, mientras que las DC generan las respuestas mediadas por Th2 para eliminar patdgenos
que residen de forma extracelular °. Por lo tanto, las DC desempefan un papel importante en las respuestas
inmunes tanto innatas como celulares frente a antigenos tumorales asi como patégenos tales como infecciones
viricas, bacterianas, fungicas y parasﬂanas . El conocimiento sobre receptores de la superficie celular en las DC
que estan implicados en el recon00|m|ento de patogenos solamente esta comenzando a aparecer, e incluyen
receptores de tipo Toll (TLR) y lectinas de tipo C °. Los TLR reconocen componentes derivados de patégenos
especificos, tales como lipoproteinas, Ilpopollsacarldos y ADN bacteriano, y retransmiten esta informacion a través
de cascaras de sefializacion intracelulares que conducen a la produccion de citoquinas reguladoras y regulacion
positiva de MHC y moléculas coestimuladoras que conducen a la activacion/maduracion de las DC®. Por el contrario,
las lectinas de tipo C reconocen estructuras de carbohidrato derivadas de patdégenos y después de union internalizan
patégenos para el procesamiento antigénico y la presentacion a linfocitos T¥1° En las lectinas clasicas dependientes
de calcio, algunos restos conservados de aminoacidos en el dom|n|o de reconocimiento de carbohidrato (CRD)
estan implicados en la unién del calcio y la especificidad del azucar ''. Se describe que un numero creciente de
lectinas de tipo C se expresan de forma especifica por las DC. Para Ia mayoria de estas lectinas, se carece de
conocimiento detallado sobre dianas de patogeno asi como ligandos celulares si los hubiera, incluyendo la identidad
de la estructura de carbohidrato que reconocen®. Luna lectina DC-SIGN de tipo C especifica de DC (no integrina
para captura de ICAM-3 especifica de células dendriticas, CD209) esta |mp||cada en la union de la glicoproteina de
envoltura del HIV-1 mediante DC para potencia la infeccién de los linfocitos T’ mlentras que el receptor de manosa
(MR) esta implicado en el reconocimiento de micobacterias y Hongos/Protozoos . Algunas lectinas de tipo C como
DC-SIGN pueden interactuar con autogllcoprotelnas que contienen carbohidrato (ICAM-2 e ICAM-3) para mediar
algunos procesos de adhesion celular

Como se describe en el presente documento, una lectina de tipo C puede comprender especificidad para mas de un
tipo de glicoconjugado. Este conocimiento es util para una diversidad de fines. Por ejemplo, algunas lectinas son
fundamentales para mediar la union a patégenos y por lo tanto, la presentacion de antigenos en células dendriticas.
Esta propiedad de union de las lectinas de tipo C se usa mediante un nimero de patégenos para facilitar, al menos
en parte, la infeccion de un individuo. El conocimiento de la especificidad de los glicoconjugados de tales lectinas
proporciona por lo tanto una entrada para el desarrollo de medicamentos capaces de interferir con la capacidad de
los carbohidratos presentes en patdgenos para interactuar con luna lectina y de este modo, al menos en parte,
interferir con la infeccion o la gravedad de la misma en el individuo expuesto. La presente divulgacion proporciona un
método para inhibir, al menos en parte, la unién de un ligando a una lectina de tipo C o una parte de unién a
carbohidrato del mismo, que comprende poner en contacto dicha lectina de tipo C con un glicoconjugado aislado y/o
recombinante que comprende al menos dos restos de manosa que se unen en la posiciéon a1,2 o un glicoconjugado
que comprende un resto de fucosa o un glicoconjugado que comprende al menos un extremo de N-
acetilglucosamina en reposo o un derivado o multimero del mismo. También se proporciona el uso de un
glicoconjugado que comprende un resto de fucosa o un derivado o multimero del mismo para inhibir, al menos en
parte, la unién de un ligando a una lectina de tipo C o una parte de unién a carbohidrato del mismo. Este método se
puede usar por ejemplo para estudiar las propiedades de union exactas de luna lectina. EI método también es util en
la identificaciéon de compuestos capaces de interferir con una capacidad de dicha lectina de tipo C para unirse a
agentes patdgenos. Dicho método comprende adicionalmente una célula que comprende dicha lectina de tipo C.
Preferentemente dicha célula es una célula que presenta antigeno, mas preferentemente una célula dendritica o
macrofago. En presencia de una célula de este tipo, el efecto de tal inhibicion se puede comparar con la funcién de
la célula que presenta antigeno, por ejemplo en su capacidad para presentar antigeno y/o la produccién de
linfoquinas y/o citoquinas. Dicha lectina de tipo C puede comprender DC-SIGN, mSIGNR1, L-SIGN y/o DC-SIGNR.
Aunque DC-SIGNR y L-SIGN se expresan predominantemente en células de macrofago/endoteliales, en los
ganglios linfaticos y en células endoteliales sinusoidales de higado y DC-SIGN se expresa predominantemente en
células dendriticas. DC-SIGNR y L-SIGN comparten los efectos de union y sefializacion notables que tiene ManLAM
después de unidon a células dendriticas a través de DC-SIGN. Sin embargo, aunque DC-SIGN comprende
adicionalmente una especificidad en particular para glicoconjugados que comprenden un resto de fucosa o un
derivado o multimero del mismo, DC-SIGNR y L-SIGN carecen de tal especificidad en particular. En los métodos
mencionados anteriormente, existe por lo tanto una preferencia hacia luna lectina DC-SIGN de tipo C.
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Con la expresion "glicoconjugado que comprende un resto de fucosa" se hace referencia a un glicoconjugado que
comprende al menos un resto de fucosa que se une en la posiciéon a1,3 o a-1,4 al glicoconjugado . El resto de unién
consiste preferentemente en N-acetilglucosamina. El resto de union se acopla preferentemente a un oligosacarido o
glicano, que a su vez puede ser parte de una estructura mayor (o molécula vehiculo) que comprende
glicoconjugados posteriores que comprenden un resto de fucosa, u otros compuestos tales como manosa en
cualquier configuracién. Un derivado de dicho glicoconjugado que comprende un resto de fucosa comprende la
misma actividad de unién una lectina de tipo C en el tipo no necesariamente en la cantidad. Se puede generar un
derivado a través de modificacion del resto de fucosa. Tales modificaciones se pueden generar de diversas
maneras. Preferentemente, dicha fucosa es una fucosa terminal, es decir, se une solamente a través de una unién
en la posicién a1,3 o a-1,4 a otra molécula o fucosa. Algunos ejemplos preferentes de glicoconjugados que
comprenden un resto de fucosa son los antigenos Le*, Le’, Le?, Le® y/o LDNF del grupo sanguineo de Lewis.
Modificaciones diferentes tienen efectos diferentes en las propiedades de unién una lectina. La sialilacion de Le*
(que proporciona sialil-Le*, un ligando de L-, E- y P-selectina) elimina completamente el reconocimiento por DC-
SIGN, lo que indica que DC-SIGN tiene una especificidad de carbohidrato que es distinta de la de las selectinas que
median los leucocitos rodantes. La sulfatacién reduce la afinidad de unidon de DC-SIGN hacia Le*, asi como hacia
Le® (Figura 2a). Un derivado de un glicoconjugado que comprende un resto de fucosa comprende de este modo una
modificacion en el que dicha permite la unién de dicho glicoconjugado a dicha lectina de tipo C. Los glicoconjugados
que comprenden multiples restos de fucosa en la configuracion de un antigeno del grupo sanguineo de Lewis por lo
general tienen una afinidad de unién mas elevada que un glicoconjugado que comprende un solo resto de fucosa.

Un glicoconjugado puede ser mono o polivalente para los respectivos restos de fucosa. Un glicoconjugado
polivalente comprende al menos dos antenas separadas en el que al menos dos de dichas antenas comprenden
dichos restos. Un glicoconjugado polivalente preferente comprende al menos dos antenas que tienen una fucosa
terminal, es decir, segun en solamente a través de una unién en la posicion a1,3 o a-1,4 al glicoconjugado o a otro
resto de fucosa. Un glicoconjugado polivalente preferente comprende al menos dos antenas que tienen al menos
dos restos de manosa que se unen en la posicion a1,2. Un glicoconjugado polivalente también puede comprender al
menos dos antenas que tienen una N-acetilglucosamina terminal, es decir, se une solamente a través de una union
al glicoconjugado. Un multimero es preferentemente un glicoconjugado polivalente.

Una molécula de unién puede ser especifica para un glicoconjugado monovalente o uno polivalente. La unién de la
molécula de union por lo general es mas fuerte para el glicoconjugado polivalente.

La union de luna lectina de tipo C y mas en particular, la accion posterior de la célula que porta luna lectina de tipo C
por lo general es significativamente mas elevada en el caso de la unién de un glicoconjugado polivalente. En
particular, esto es de este modo para glicoconjugados que comprenden al menos un extremo de N-
acetilglucosamina en reposo.

Las moléculas vehiculo pueden comprender adicionalmente una gran diversidad de diferentes moléculas que
incluyen péptidos, proteina, lipido, polisacarido y también moléculas sintéticas no mencionadas de forma expresa
aqui. Por supuesto, la molécula o moléculas vehiculo pueden ser parte de una estructura e incluso mas grande tal
como una superficie bioldgica o artificial, un virus, una bacteria o una célula eucariota.

La union del ligando a luna lectina de tipo C se puede inhibir mediante la interferencia con el sitio de union en el
ligando, con el sitio de unién de luna lectina de tipo C o ambos. La interferencia con el sitio de unién del ligando se
puede realizar usando una molécula de union al ligando capaz de unirse de forma especifica a la parte de union a
luna lectina de tipo C en el ligando. Esto se realiza preferentemente con una molécula proteica tal como un
anticuerpo especifico de carbohidrato preferentemente especifico para un glicoconjugado que comprende al menos
dos restos de manosa que se unen en la posicion a1,2 o un glicoconjugado que comprende un resto de fucosa o un
glicoconjugado que comprende al menos un extremo de N-acetilglucosamina en reposo o un derivado o multimero
del mismo. La parte experimental describe ejemplos de tales anticuerpos. Algunos ejemplos de anticuerpos que
comprenden una especificidad para un glicoconjugado que comprende un resto de fucosa o un derivado o multimero
del mismo son SMLDN1.1 o SMFG4.1, 6H3, Hp151, 4D2, 54.1F6A, NAM61-1A2 o SMLDN1.1. La molécula de unién
al ligando también puede ser una lectina de tipo C, preferentemente un derivado soluble del mismo, que comprende
especificidad para un glicoconjugado que comprende un resto de fucosa un derivado o multimero del mismo. Un
ejemplo de una lectina de tipo C soluble de la invenciéon es una molécula quimérica de DC-SIGN-Fc soluble que
comprende los restos de aminoacidos 64-404 fusionados en el extremo C-terminal a un fragmento de IgG1-Fc
humano como se describe, por ejemplo, en Geijtenbeek et al., (Geijtenbeek et al., 2002, J. Biol. Chem. 277: 11314-
11320). Sin embargo, las lectinas de tipo C solubles que comprenden una o mas de las especificidades
proporcionadas se pueden generar de diversas maneras (por ejemplo mediante derivacion de DC-SIGNR o L-SIGN).
Ahora que la presente divulgacion describe una molécula quimica, se pueden generar otras, por ejemplo, como se
describe en Fawcett J et al., (Fawcett J et al., 1992, Nature 360: 481-4).

Por supuesto, la interferencia con el sitio de unién en luna lectina de tipo C también se puede realizar de diferentes
maneras. La interferencia con el sitio de unién en luna lectina de tipo C se puede realizar usando una molécula de
union a lectina de tipo C capaz de unirse de forma especifica a la parte de unién al ligando en la lectina de tipo C.
Esto se realiza preferentemente con una molécula proteica tal como un anticuerpo especifico para lectina de tipo C o
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con un glicoconjugado que comprende un resto de fucosa o un derivado o multimero del mismo, en la que dicho
glicoconjugado o ambos pueden ser parte de una estructura mas grande. Por supuesto, la uniéon se puede inhibir
adicionalmente mediante impedimento estérico de la unién del ligando a la lectina de tipo C. Por esto, no es
absolutamente necesario que la molécula de interferencia por si mismas se una al sitio de asociacién del
carbohidrato y la lectina de tipo C. la unién también se puede interferir con impedimento satisfactoriamente estérico
mediante la unién de la molécula de interferencia en la cercania del sitio de asociacion.

El ligando puede ser cualquier tipo de estructura capaz de unirse a dicha lectina de tipo C. Normalmente este
comprendera una molécula proteica o un carbohidrato. El ligando puede ser un anticuerpo. Es preferente, pero no
estrictamente necesario, que el ligando comprenda glicanos manosilados tales como componentes de la pared
celular de la Micobacteria ManLAM, o un derivado de manosa, lipofosfoglicano tal como el derivado de Leishmania,
o un glicoconjugado que comprende un resto de fucosa tal como SEA o CD66 o un derivado o multimero del mismo.
El ligando puede tener en lugar de, o ademas de, un glicoconjugado que comprende una fucosa o un derivado o
multimero del mismo, diferentes glicoconjugados capaces de unirse a al mismo en la lectina de tipo C.

El ligando comprende preferentemente un antigeno. El ligando, como se ha mencionado anteriormente, puede
comprender un glicoconjugado que comprende un resto de fucosa. El antigeno comprende o no dicho
glicoconjugado. En un ligando preferente, el antigeno comprende dicho glicoconjugado. El ligando comprende
preferentemente un receptor asociado a un antigeno (tumoral), un patégeno y/o una célula. Aqui un antigeno se usa
para que incluya péptidos o glicolipidos y derivados de los mismos capaz de presentarse en el contexto de la clase |
o la clase Il, o CD1b de MHC. Al menos algunas lectinas de tipo C, y en particular las expresadas en células
dendritica estan implicadas en el proceso de absorciéon de antigeno y presentacion del mismo por las células que
presentan antigeno. Una etapa inicial de este proceso es la captura del antigeno por tales lectinas. Es posible, al
menos en parte, interferir con esta etapa inicial en el proceso de presentacion de antigeno. Teniendo en cuenta la
importancia de la presentacion del antigeno en el inicio y mantenimiento de respuestas inmunes especificas de
antigeno, es evidente que el método se puede usar de forma favorable para disminuir, al menos en parte, la potencia
de una respuesta inmune frente a dicho antigeno.

El ligando puede comprender un patégeno o una parte de unién a lectina de tipo C del mismo. Se ha encontrado que
muchos patégenos diferentes comprenden carbohidratos capaces de unirse a lectinas de tipo C. En particular se ha
encontrado que algunos patégenos o partes de los mismos se pueden unir a dichas lectinas de tipo C a través de un
glicoconjugado que contiene manosa tal como un glicoconjugado que comprende una fucosa o derivado o multimero
del mismo. Esta unién, al menos en parte, facilita la infecciéon de un individuo con dicho patégeno. De este modo, la
interferencia con la unién del patégeno o parte del mismo a la lectina de tipo C puede, al menos en parte, ayudar a
un individuo a combatir una infeccion por el patégeno y en algunos casos incluso puede prevenir el establecimiento
de sintomas clinicamente visibles de la misma. Lo Ultimo es util en estrategias de vacunacion (pasiva o activa). El
patégeno puede ser un virus, un hongo, una (mico)bacteria y/o un parasito. El patdbgeno puede comprender un
glicoconjugado que comprende al menos dos restos de manosa que se unen en la posicion a1,2 o un glicoconjugado
que comprende un resto de fucosa o un glicoconjugado que comprende al menos un extremo de N-
acetilglucosamina en reposo o un derivado o multimero del mismo. Algunos ejemplos de patégenos son el virus de
inmunodeficiencia humana, un helicobacter, una Neisseria meningitidis, una leishmania, un esquistosoma, una
Klebsiella, un lactobacilo probidtico, virus de la hepatitis C, un virus del herpes simplex o un virus del Ebola. La
inhibicién de la unién de los patdégenos mencionados especificamente se puede conseguir usando un glicoconjugado
que comprende un resto de fucosa o un derivado o multimero del mismo. La inhibicién de la unién se consigue
usando una molécula de unién a ligando (patégeno o parte del mismo) capaz de unirse de forma especifica a la
parte de unién a la lectina de tipo C en el ligando. Esto se realiza preferentemente con una molécula proteica tal
como un anticuerpo especifico de carbohidrato especifico preferentemente para un carbohidrato de manosa tal
como un glicoconjugado que comprende un resto de fucosa o un derivado o multimero del mismo. La parte
experimental describe ejemplos de tales anticuerpos. La molécula de unién al ligando también puede ser una lectina
de tipo C, preferentemente un derivado soluble de la misma, que comprende especificidad para un carbohidrato de
manosa tal como un glicoconjugado que comprende una fucosa o un derivado o multimero del mismo. Un ejemplo
de una lectina de tipo C soluble es una DC-SIGN-Fc soluble como se ha mencionado anteriormente. Por lo tanto, las
infecciones de un individuo con dichos patdégenos pueden prevenir o tratar a dicho individuo, al menos en parte,
mediante la administracion a dicho individuo de un carbohidrato de manosa tal como un glicoconjugado que
comprende un resto de fucosa un derivado o multimero del mismo. Ademas, una molécula de unién al ligandos se
administra a dicho individuo. Esto también se puede usar, al menos en parte, para inhibir la unién del patégeno a
una célula que expresa lectina de tipo C inhibiendo de este modo, al menos en parte, la contaminacién o
propagacion del patdégeno en el organismo del paciente, asi como inhibiendo la maduraciéon de DC y la adhesion
celular, como también se describe a continuacion.

Algunas lectinas de tipo C no solamente reconocen perfiles de carbohidrato en patégenos sino que también
interactian con autoglicoproteinas para mediar procesos celulares tales como diferenciacion y migracion. Por lo
tanto, se puede usar un método para interferir con la interaccién de uno o mas autoglicoproteinas y de este modo se
puede usar para inhibir, al menos en parte los procesos celulares en los que estan implicadas las lectinas de tipo C
mencionadas. Esto se puede realizar proporcionando las estructuras de carbohidrato como se describe en el
presente documento (es decir, gliconjugado que contiene manosa tal como un glicoconjugado que comprende un
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resto de fucosa o derivado o multimero del mismo). Preferentemente, esto se consigue usando una molécula de
union a ligando. Por lo tanto, el método se usa para inhibir, al menos en parte, la unioén de dicha lectina de tipo C a
una autoglicoproteina, preferentemente un receptor presente en la membrana externa de una célula.
Preferentemente dicho precepto comprende ICAM-2, ICAM-3, CD11b, CD166 o CD66 o una parte funcional,
derivado y/o analogo de los mismos. CD166 y CD66 estan presentes en un subconjunto de linfocitos NK vy
granulocitos. Dentro del subconjunto de variantes de CD66, el receptor comprende preferentemente CD66a y/o
CD66e. Por lo tanto, la interaccién de estas células con una célula que comprende una lectina de tipo C mencionada
se puede inhibir, al menos en parte, usando un asociado de unién especifico para una lectina de tipo C mencionado
anteriormente. Por lo tanto, la interaccion preferentemente de células dendriticas y dicho subconjunto de linfocitos
NK y granulocitos pueden interferir entre si. A través de esta interaccion es posible modificar una respuesta inmune.
Por ejemplo, mediante la inhibicién, al menos en parte, de la unidon de un granulocito a una célula dendritica, al
proporcionar la lectina de tipo C, es posible inhibir, al menos en parte, la cantidad de una respuesta inmune eficaz
frente a antigenos llevados por el granulocito. Por otro lado, es posible aumentar o inducir una respuesta inmune
especifica de antigeno eficaz proporcionando la célula que presenta antigeno con un ligando que comprende dicho
antigeno y un glicoconjugado que comprende al menos dos restos de manosa, un resto de fucosa y/o un extremo de
N-acetilglucosamina en reposo. Preferentemente, dicha lectina de tipo C comprende DC-SIGN. Como asociado de
union especifico de dicha lectina de tipo C, se puede usar de forma ventajosa un glicoconjugado que contiene
manosa tal como un glicoconjugado que comprende un resto de fucosa o un derivado o multimero del mismo.

Por lo tanto, la invencion se refiere al uso de un glicoconjugado que comprende un antigeno tumoral y un antigeno
de Lewis x no sialilado capaz de unirse a DC-SIGN en una célula que presenta antigeno para la preparacion de una
composicion para la estimulacion de una respuesta inmune frente al antigeno tumoral en un individuo. En una
realizacion preferente, el antigeno tumoral es un péptido o glicolipido capaz de presentarse en el contexto de la
clase |l o laclase Il o C1b de MHC.

En otras palabras, la invencién se refiere a una composicion para uso en la estimulaciéon de una respuesta inmune
frente a un antigeno tumoral en un individuo, comprendiendo dicha composicién un glicoconjugado del antigeno
tumoral y un antigeno de Lewis x no sialilado capaz de unirse a DC-SIGN en una célula que presenta antigeno. En
una realizacion preferente, el antigeno tumoral es un péptido o glicolipido capaz de presentarse en el contexto de la
clase | o la clase Il o C1b de MHC.

El documento de patente WO 97/27872 describe que un antigeno que comprende antigeno de Lewis x tiene un
efecto de estimulacion en la respuesta inmune de ratones infectados con S. mansoni. El documento de patente WO
97/27872 se refiere a un método para modular una respuesta inmune. El método comprende poner en contacto una
célula inmune con una forma simuladora o inhibidora de un antigeno de Lewis. El efecto de esta puesta en contacto
es que la célula inmune produce moléculas inmunoestimuladoras que aumentan una respuesta inmune. El
documento de patente WO 97/27872 detalla la estimulaciéon de la producciéon de IL-10 por esplenocitos en ratones
infectados con S. mansoni. Mas en particular, el documento de patente WO97/27872 describe conjugados entre
LNFP-IIl (que comprende Lewis X) y albumina de suero humano (HSA). Estos conjugados se sometieron a ensayo
por su capacidad para estimular las PBMC de seres humanos que padecian cancer de pulmén y de colon. Por lo
tanto, D5 ensefia que el antigeno de Lewis X se va a conjugar con HSA, que no es un antigeno tumoral.

La interaccion celular de DC con granulocitos o linfocitos NK es esencial en la respuesta inmune innata. En
particular, algunos granulocitos estan implicados en la ingestion temprana de patégenos y pueden atraer y estimular
a las DC para que participen en el reconocimiento de patdégenos y presentacion a linfocitos T. Por el contrario, se
sabe que algunos linfocitos NK estan implicados en la eliminaciéon de células infectadas. Los linfocitos NK pueden
eliminar o activar las DC que permiten la lisis de las DC capturadas por patégeno o la maduracion de las DC
capturadas por el patdbgeno para aumentar la estimulacion y la respuesta inmune de los linfocitos T. La interaccion
celular de granulocitos y linfocitos NK con DC es aumentar la inmunidad frente a patégenos o eliminar las infectadas
con DC patégenos.

Esta descripciéon también proporciona un método para inhibir, al menos en parte, la maduracién o la activacion de
una célula que presenta antigeno que comprende suministrara dicha célula que presenta antigeno un
glicoconjugado de unién a DC-SIGN que comprende un resto de fucosa. Usando esta técnica, es posible, por
ejemplo, amortiguar una respuesta inmune. Es posible inducir adicionalmente una tolerancia del antigeno a través
de este método, por ejemplo, se puede proporcionar antigeno junto con el glicoconjugado. En el caso en el que la
célula que presenta antigeno se active a través de una ruta de receptor de tipo toll, el equilibrio entre el nivel de
activacion/inhibicion determina la maduracion o activacion de la célula que presenta antigeno. Cuando la ruta de
TLR esta fuertemente activada mientras que ruta de la lectina de tipo C no lo esta, el equilibrio se desplaza hacia la
activacion de la célula que presenta antigeno mientras que en la situacion inversa, el equilibrio se desplaza hacia la
tolerancia e inhibicién de la maduracion o la activacion.

El virus de inmunodeficiencia humana se une a DC-SIGN a través de un glicoconjugado que tiene al menos dos
restos de manosa. Helicobacter y en particular Helicobacter pylori se une a DC-SIGN a través de un glicoconjugado
que tiene un antigeno de Lewis”. Neisseria meningitidis se une a DC-SIGN a través de un glicoconjugado que tiene
un resto de N-acetilglucosamina. La Leishmania mexicana se une a DC-SIGN a través de un glicoconjugado que
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tiene al menos dos restos de manosa. El Schistosoma mansoni se une a DC-SIGN a través de un glicoconjugado
que tiene un antigeno de Lewis. La Klebsiella pneumonea se une a DC-SIGN a través de un glicoconjugado que
tiene al menos dos restos de manosa. El virus de la hepatitis C se une a DC-SIGN a través de un glicoconjugado
que tiene al menos dos restos de manosa. El virus del herpes simplex se une a DC-SIGN a través de un
glicoconjugado que tiene al menos dos restos de manosa. El virus del Ebola se une a DC-SIGN a través de un
glicoconjugado que tiene al menos dos restos de manosa.

Para alterar la respuesta inmune en un organismo frente a los patégenos mencionados, una molécula de union
inhibe preferentemente de este modo, al menos en parte, la unién de los respectivos glicoconjugados a la lectina de
tipo C.

Las DC inmaduras son altamente eficaces en la captura y procesamiento del antigeno, mientras que las DC
maduras se especializan en la activacién de los linfocitos T sin tratamiento previo necesaria para respuestas
inmunes celulares. Las DC inmaduras maduran como respuesta a sefales especificas de 'peligro’ tales como
componentes bacterianos (LPS) o citadinas inflamatorias (TNFa, PGE2). Se encontré que un glicoconjugado que
comprende una manosa, un resto de fucosa o un derivado, una combinaciéon o multimero del mismo, no induce la
maduracioén de las DC. Al contrario que al LPS que desencadena TLR4, no se observd una expresion regulada de
forma positiva de los marcadores de activacion CD80, CD83, CD86 o HLA-DR. Sin embargo, cuando se estudi6 la
maduracién de células dendritica inmaduras en la situacién en la que las células también se activaban a través de
una ruta de receptor de tipo Toll, se observé una fuerte inhibicién de la maduracién inducida por el receptor de tipo
Toll, en particular cuando la célula dendritica se exponia a ManLAM. Por lo tanto, tal inhibicion amortiguada
respuesta de las células dendritica estimuladas con la ruta del receptor de tipo Toll y por lo tanto, la capacidad de un
individuo para luchar contra patégenos que se combaten mediante la activacion de la ruta del receptor de tipo Toll.
Esta amortiguacion de la activacion de DC se puede evitar, al menos en parte, inhibiendo, al menos en parte, la
union de un glicoconjugado en particular que comprende al menos dos restos de manosa que se unen en la posicion
a1,2, y ademas glicoconjugados que actuan de forma analoga para las lectinas de tipo C en las células dendriticas
inmaduras. Por lo tanto, la presente descripcidén proporciona un método para determinar si un compuesto es capaz
de modular un estado de activacion de una célula dendritica que comprende proporcionara dicha célula dendritica
un compuesto capaz de unirse de forma especifica a una lectina de tipo C y determinar si se modula una ruta de
sefalizacion del receptor de tipo Toll en dicha célula dendritica. Ademas se proporciona un método para modular la
actividad de una ruta de sefalizacién del receptor de tipo Toll en una célula, en el que dicha célula comprende un
receptor de tipo Toll y una lectina de tipo C, comprendiendo dicho método poner en contacto dicha célula con una
molécula de unidn a lectina de tipo C aislada y/o recombinante. Preferentemente dicha molécula de union a lectina
de tipo C comprende un glicoconjugado que comprende una manosa, un resto de fucosa o un derivado una
combinacién o multimero del mismo. La actividad se puede modular de forma positiva evitando, al menos en parte,
la estimulacion simultanea de la lectina de tipo C con un glicoconjugado que comprende al menos dos restos de
manosa que se unen en la posicion a1,2 o compuesto que actia de forma analoga. La actividad se modula de forma
negativa proporcionando de forma simultanea dicho glicoconjugado que comprende al menos dos restos de manosa
que se unen en la posicién a1,2 o compuesto que actia de forma analoga. Los compuestos que actiuan de forma
analoga comprenden la misma sefalizacion del receptor de tipo Toll que interfiere con la capacidad como ManLAM
en tipo pero no necesariamente en cantidad. Un compuesto que actia de forma analoga preferente comprende un
glicoconjugado que comprende un resto de fucosa o un derivado o multimero del mismo. Un nivel de control
adicional es posible usando compuestos de unién a lectina de tipo C que interfieren, al menos en parte, con la
capacidad de union de un glicoconjugado que comprende al menos dos restos de manosa que se unen en la
posicion a1,2 o compuesto que actia de forma analoga. De este modo, la actividad de la ruta del receptor de tipo
Toll se puede modular de forma positiva (en presencia del ligando receptor de tipo Toll apropiado) incluso en
presencia de un glicoconjugado que comprende al menos dos restos de manosa que se unen en la posicién a1,2 o
compuesto que actua de forma analoga. La ultima caracteristica es de importancia en casos en los que el sistema
inmune tiene problemas para combatir una infeccion a través de la ruta del receptor de tipo Toll, en particular cuando
dicha infeccion va acompafada de secrecion de un glicoconjugado que comprende al menos dos restos de manosa
que se unen en la posicion a1,2 o compuestos que actuan de forma analoga, tales como micobacterias y en
particular M. tuberculosis y M. Bovis. Por lo tanto, la presente divulgacion también proporciona un método para
estimular la maduracion de una célula dendritica que se pone en contacto con un mirando de receptor de tipo Toll y
un glicoconjugado que comprende al menos dos restos de manosa que se unen en la posicién a1,2 o compuesto
que actua de forma analoga, comprendiendo dicho método proporcionar a dicha célula dendritica una molécula de
union a lectina de tipo C capaz de bloguear la union de dicho glicoconjugado a dicha lectina de tipo C. Algunas
moléculas de union a lectina de tipo C son capaces de inhibir, al menos en parte, la unién de un glicoconjugado que
comprende al menos dos restos de manosa que se unen en la posiciéon a1,2 o compuesto que actia de forma
analogas son, por ejemplo, anticuerpo de unién a lectina de tipo C o una parte funcional del mismo, derivado y/o
analogo del mismo, con una especificidad de uniéon que bloquea o cubre el sitio de union de ManLAM en dicha
lectina de tipo C. Preferentemente, dicha lectina de tipo C comprende DC-SIGN. Dicho anticuerpo puede ser un
anticuerpo especifico para DC-SIGN. Un ejemplo adecuado de tal anticuerpo es AZN-D1, AZN-D2 o AZN-D3 o un
analogo humano o humanizado que comprende la misma especificidad de unién en tipo, no necesariamente en
cantidad. La presente divulgacion también proporciona un método para estimular la maduracion de una célula
dendritica que se pone en contacto con un ligando de receptor de tipo Toll y un glicoconjugado que comprende al
menos dos restos de manosa que se unen en la posicion a1,2 o compuesto que actia de forma analoga,
comprendiendo dicho método proporcionar a dicha célula dendritica una molécula de union a ligando, evitando de
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este modo, al menos en parte, la unién de dicho glicoconjugado que comprende al menos dos restos de manosa que
se unen en la posicion a1,2 o compuesto que actia de forma analoga, a la célula dendritica.

En el presente documento también se proporciona el uso de un glicoconjugado que comprende un resto de fucosa o
un derivado o multimero del mismo, una molécula de unién a ligando y/o una molécula de unién a lectina de tipo C
para la preparacién de un medicamento. Tales medicamentos se pueden usar para el tratamiento de una
enfermedad asociada al sistema inmune o el tratamiento de una enfermedad adquirida. Preferentemente, dicha
enfermedad adquirida comprende la infecciéon con el virus de la inmunodeficiencia humana, un Helicobacter, una
Neisseria Meningitidis, una leishmania, un esquistosoma, una Klebsiella, un lactobacilo probiotico, virus de la
hepatitis C, un virus del herpes simplex o un virus del Ebola.

Considerando el papel natural de las lectinas de tipo C en células que presentan antigeno, esta dentro del alcance
de la presente divulgacion la estimulacién de respuestas inmunes en un individuo al proporcionar un antigeno a
través de un receptor de lectina de tipo C en la célula que presenta antigeno. Por supuesto, esto se puede conseguir
cuando el antigeno comprende un glicoconjugado que comprende un resto de fucosa o derivado con multimeros del
mismo. En este método, es preferente que la activacion simultanea de la ruta de sefializaciéon del receptor de tipo
Toll se evite, al menos en parte. Por lo tanto, se proporciona un glicoconjugado que comprende un antigeno y un
glicoconjugado que comprende un resto de fucosa o un derivado o multimero del mismo para uso para la
preparacion de una vacuna. La vacuna puede ser preventiva o curativa. El antigeno se puede derivar de cualquier
fuente siempre y cuando sea capaz de su presentacion a través del complejo I, el complejo Il o C1b de
histocompatibilidad principal. En una realizaciéon preferente, dicho antigeno comprende un antigeno tumoral. La
presencia de los carbohidratos mencionados en células tumorales facilita la captura del antigeno por las DC para
aumentar la presentacion del antigeno y como resultado la activacion inmune. Por otro lado, la respuesta inmune
frente al antigeno tumoral que carece de los carbohidratos mencionados se puede estimular de forma significativa
proporcionando al antigeno uno o mas de los carbohidratos mencionados estimulando de este modo la absorcion de
DC y por lo tanto la respuesta inmune frente al antigeno. Este aspecto es util en la preparacion de vacunas.

Se ha demostrado que DC-SIGN tiene una especificidad de carbohidrato para los carbohidratos que contienen
manosa, antigenos de Lewis y estructuras que contienen GIcNAc (Figuras 33, 34, 63-66). Los inventores han
demostrado que la especificidad del carbohidrato de L-SIGN es diferente ya que no reconoce estructuras de
carbohidrato de antigeno de Lewis mientras que reconoce estructuras de alta manosa (Figuras 33 y 34). El
homologo murino, mSIGNR1, reconoce al igual que DC-SIGN, alta manosa y antigenos de Lewis, pero también tiene
especificidad para antigenos de Lewis sialilados al contrario que DC-SIGN y L-SIGN (Figuras 33 y 34).

DC-SIGN es una lectina de tipo C expresada altamente en particular en células dendritica as. Su funcién es
reconocer el antigeno y procesar y presentar resto de forma muy eficaz en moléculas de la clase | y Il de MHC.

Durante mucho tiempo se ha pensado que DC-SIGN es un receptor de reconocimiento de patdgenos que reconoce
patégenos para activar el sistema inmune, pero en la actualidad parece que todos los patégenos de la larga lista que
se dirigen a DC-SIGN persisten y escapan de la inmunidad mediante diferentes mecanismos. Los inventores tienen
ahora cuatro ejemplos de patégenos que se dirigen a DC-SIGN para sobrevivir en el hospedador.

1. HIV-1 y VHC se dirigen a DC-SIGN para 'esconderse' dentro de las DC y escapar de la ruta intracelular al
compartimento lisosémico.

2. La secrecion de ManLam mediante micobacterias se dirige a DC-SIGN para inducir la maduracion de las DC
inducida por la modulacién negativa de TLR, y la induccién de IL-10.

3. El patégeno gastrico humano, Helicobacter pylori, persiste: Algunas variantes de fase de lipopolisacarido modulan
el equilibrio de Th1/Th2 mediante la interaccién con la lectina de célula dendritica, DC-SIGN.

4. Lactobacillus se dirige a DC-SIGN en DC e induce linfocitos T reguladores, la inhibicion del reconocimiento de
Lactobacillus mediante DC-SIGN reduce el estado regulador de los linfocitos T.

Por lo tanto, DC-SIGN es un receptor que reconoce 'normalmente’ al autoantigeno a tolerar (Annual Review
Immunology, 2004). Los inventores han demostrado aqui que el direccionamiento de DC-SIGN mediante
lactobacilos puede inducir ciertamente los linfocitos T reguladores. Ademas, parece que DC-SIGN también puede
reconocer al antigeno tumoral CEA (CD66e) en particular Lewis X e Y. Estos antigenos tumorales se pueden
secretar y suprimir la activacion de DC de una manera similar a la de ManLam de Mycobacteria tuberculosis. La
integracion de DC con granulocitos se pone en evidencia por el hecho de que DC-SIGN reconoce CD66a y CD11b
en granulocitos. En particular, se reconoce el antigeno de Lewis X en estas moléculas. De este modo, DC-SIGN
funciona como un receptor de la adhesion celular que media interacciones celulares de los granulocitos con DC.
Esta funcion de adhesién celular entre granulocitos y células dendriticas nunca se ha informado pero es probable
que la interaccion de granulocitos y DC sea esencial para formar un puente entre la respuesta inmune innata y la
respuesta inmune adaptativa de una manera tal que el granulocito pase los agentes infecciosos a las DC
aumentando una respuesta inmune adecuada. En particular el granulocito activa y madura las DC, induciendo la
regulacion positiva de las citoquinas y las moléculas coestimuladoras que es necesaria para la migracion de DC y el
inicio de la respuesta inmune adaptativa. La interaccion de DC con granulocitos también se observa in vivo en la
situacion de la enfermedad de Crohn. Un nuevo patégeno que interactia con DC-SIGN en las DC es Neisseria
Meningitidis. Las variantes de cepa demuestran que en particular interactia un mutante IgtB de una cepa que
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contiene resto de GIcNAc con extremo en reposo. Otros experimentos (Figura 66) demuestran que la DC-SIGN
también reconoce a GlcNac.

La presente divulgacion también proporciona el uso de molécula de unién a ligando y/o una molécula de unién a
lectina de tipo C para la preparacion de una vacuna. Una amortiguacion del sistema inmune debido al efecto de un
glicoconjugado que comprende al menos dos restos de manosa que se unen en la posicion a1,2 o compuestos que
actuan de forma analoga se reduce proporcionando un glicoconjugado o anticuerpo capaz de inhibir, al menos en
parte, la uniéon de un glicoconjugado que comprende al menos dos restos de manosa que se unen en la posicion
a1,2 o compuesto que actia de forma analoga a su receptor de lectina de tipo C. El anticuerpo comprende
preferentemente SMLDN1.1, SMFG4.1, 6H3 o SMLDN1.1. Por lo tanto, el antigeno presente en dicha vacuna o
proporcionado por separado es mas eficaz en la estimulaciéon o refuerzo de una respuesta inmune en presencia de
un glicoconjugado que comprende al menos dos restos de manosa que se unen en la posicién a1,2 o compuesto
que actua de forma analoga. Esto es particularmente importante en pacientes que padecen una infeccién por
micobacterias, tal como, pero no limitada a, M. tuberculosis o M. bovis. Preferentemente, dicha vacuna se usa para
estimular una respuesta inmune especifica del antigeno en dicho individuo. En una realizacion preferente, el
medicamento o vacuna se usa para el tratamiento de un individuo que padece un cancer.

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo" se refiere a anticuerpos derivados de seres
humanos u otros animales. El anticuerpo se produce preferentemente fuera del organismo. El anticuerpo también se
puede generar o seleccionar usando sistemas artificiales tales como seleccion de presentacion de fagos. Por lo
tanto, un anticuerpo que no tiene homologo natural también esta incluido en el término. Los anticuerpos como se usa
en el presente documento también incluyen fragmentos de los mismos capaces de unirse a la misma diana, tales
como fragmentos de FAB o incluso partes mas pequefias. La parte de un anticuerpo de unidn al antigeno también se
puede injertar en otro tipo de molécula para proporcionar esa molécula con una especificidad de uniéon. Por
supuesto, también es posible la modificacion del anticuerpo para que incluya versiones humanas humanizadas del
mismo con la misma especificidad y unidn en tipo, pero no necesariamente en cantidad. También se incluyen
fragmentos de una sola cadena y variantes de los mismos.

Como se usa en el presente documento, la expresién molécula proteica se refiere a un péptido, un polipéptido,
proteina y similares con o sin modificaciones. Tales modificaciones deben ser sintéticas y/o se pueden proporcionar
mediante un sistema bioldgico. Lo ultimo incluye, por ejemplo, modificacion después de la traduccién tal como
glicosilacion.

Aunque la invencion se describe para uso en seres humanos, la invencién también es funcional en otros animales,
por ejemplo, animales de granja y mascotas. Pais que inicia por lo tanto, estos usos médicos y de vacuna también
forman parte de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Los neoglicoconjugados de Le* se unen con afinidad elevada a DC-SIGN.

a. Diagrama esquematico de las estructuras covalentes de las cadenas de glicano de glicoconjugados sintéticos
usados en el ensayo de unién a DC-SIGN. b y c. Los glicoconjugados se revistieron y la union de la DC-SIGN-Fc
recombinante se midié después de incubacién con Fc de cabra-anti-humano marcado con peroxidasa. El anticuerpo
monoclonal anti-DC-SIGN, AZN-D1, se us6 para bloquear la unién. c. La valoracion de los glicoconjugados reveld
que DC-SIGN se une con afinidad elevada a glicoconjugados de Le*, Le’, Le?, Leb, o LDNF y a1,3, o-1,6 manotriosa,
sulfo-Lea, mientras que tiene una afinidad de unién menor para a-manosa, y a-L-fucosa, y sialil-Le".

Figura 2. La DC-SIGN celular presenta una especificidad de unién similar a la de la DC-SIGN-Fc soluble. La union
de los transfectantes K562 que expresan DC-SIGN y DC derivadas de monocitos inmaduros a perlas fluorescentes
revestidas con glicoconjugado se midid6 mediante analisis FACscan. La union se inhibié con el anticuerpo
monoclonal anti-DC-SIGN, AZN-D2. Se muestra uno de tres experimentos representativos. SD es inferior a un 2 %.
Insercion: Fotografia de perlas fluorescentes acopladas a Le* que se unen a DC que expresan DC-SIGN.

Figura 3. DC-SIGN se une a cuatro nuevos patégenos

a. Patdégenos que consiste en Helicobacter pylori y Schistosoma mansoni ricos en Le*, y lipoarabinanomanano
protegido con manosa (manLAM) de Mycobacterium tuberculosis y lipofosfoglicano protegido con manosa de
Leishmania mexicana, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus
se revistieron y la unién de DC-SIGN-Fc recombinantes se midié con Fc de cara-anti-humano marcado con
peroxidasa.

b. DC-SIGN se puede unir a LPS de Klebsiella Len1 que contiene proteccion de manosa, pero no se une al LPS de
Klebsiella Len 111 que carece de una proteccion de manosa que indica que las cepas que contienen los
carbohidratos que se unen a DC-SIGN interactian con DC-SIGN en células dendriticas o transfectantes de DC-
SIGN.

Figura 4. Las DC interactian fuertemente con LPS de H. pylori a través de DC-SIGN. El LPS biotinilado (cepas
11637 y M1019) se revistié sobre perlas de estreptavidina y la adhesion a DC se determind con el ensayo de
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adhesion de perlas fluorescentes. La especificidad se determind usando anticuerpos frente a DC-SIGN y el receptor
de manosa. Sin embargo, la adhesién se determind en presencia de manano y EGTA.

Figura 5. DC-SIGN internaliza rapidamente glicanos de Le* a compartimentos lisosémicos. Le* -PAA sintéticos
biotinilados se afadieron a células K562 que expresan DC-SIGN o DC derivadas de monocitos inmaduros derivados
durante un periodo de incubacion de 30 min a 37 °C. Las células se tifieron con anti-CD107a (LAMP-1, verde) como
un marcador lisosomal y avidina-Alexa 594 para localizacion de Le” después de permeabilizacion de las células. La
colocalizacion de LAMP-1 y Le* da como resultado una tincién de color amarillo.

Figura 6. DC-SIGN se une de forma especifica a ManLAM, un componente de la pared celular de M. tuberculosis.

a) DC-SIGN interactia con varias cepas de micobacterias. La union de DC-SIGN-Fc a micobacterias
(5* 10° bacterias) se determind mediante un ELISA especifico de Fc. La especificidad se determind midiendo la
union en presencia de anticuerpos especificos de DC-SIGN de bloqueo (AZN-D1 o AZN-D3) y manano. Para
determinar la dependencia del calcio de la unién mediada con DC-SIGN-Fc se usé EGTA. La unién de ICAM-3-Fc a
micobacterias también se midié para excluir la unién no especifica mediante el dominio de Fc. Desviacién estandar
< 0,02 de DO 450. Se muestra uno de tres experimentos representativos. La unién de Mycobacterium Smegmatis
que carece de la estructura de ManLAM no interactua con DC-SIGN (los datos nos muestran).

b) La estructura esquematica de ManLAM. El lipoarabinomanano (LAM) de M. tuberculosis consiste en un ancla de
glicosilfosfatidilo (GPI), un nucleo de oligosacarido rico en manosa y un polimero de arabinosa ramificado que
termina con protecciones de manosa (n = 0-3). AraLAM tiene una estructura similar pero no contiene la proteccion
de manosa (ref).

c) El lipoarabinomanano manosilado, ManLAM, al contrario que el AraLAM no manosilado, se une de forma
especifica a DC-SIGN. El anticuerpo anti-DC-SIGN, AZN-D1, se us6 para determinar la especificidad. El ensayo de
union a DC-SIGN-Fc se realizé6 como se describe en la Figura 1a. Desviaciéon estandar < 0,02 de DO 450. Se
muestra uno de tres experimentos representativos.

d) DC-SIGN no interactua con AraLAM. El ensayo de unién a DC-SIGN-Fc se realizé6 como se describe en la Figura
1a. Se muestra uno de tres experimentos representativos.

Figura 7. La DC-SIGN celular se une fuertemente a ambas micobacterias viables y el componente micobacteriano
de ManLAM a través de su sitio de unién primario.

a) Los transfectantes de K562-DC-SIGN expresan niveles elevados de DC-SIGN pero carecen de expresion de los
otros receptores de ManLAM informados, MR, CD11b y CD11c. Los transfectantes se generaron como se ha
descrito anteriormente?. Los histogramas abiertos representan los controles de isotipo, y los histogramas rellenos
indican la tincion especifica del anticuerpo.

b) DC-SIGN, expresado mediante K562 transfectantes, se une fuertemente a BCG de M. bovis intacto y al
componente micobacteriano ManLAM pero no a AraLAM. La adhesion de células a los glicanos de LAM se
determiné usando el ensayo de adhesion de perlas fluorescentes. La union a micobacterias viables se determiné
midiendo la unidon de K562 a micobacterias conjugadas con FITC (MOI 20) usando citometria de flujo. La
especificidad se determind midiendo la unién en presencia de anticuerpos de bloqueo frente a DC-SIGN. La
desviacion estandar para el ensayo de adhesion de perlas fluorescentes y el era <5 % y < 2 %, respectivamente. Se
muestra uno de tres experimentos representativos.

c) El resto de aminoacido Val351 no es esencial para la interaccion de DC-SIGN con BCG de M. bovis y ManLAM,
similar a gp120 de HIV-1, mientras que esencial para la unién a ICAM-3. La unién al mutante V351G DC-SIGN
expresada por células K562 se midid como se describe en la Figura 2. La especificidad se determind midiendo la
union en presencia de anticuerpos de bloqueo frente a DC-SIGN, manano o EGTA. Desviacion estandar <5 %
(ensayo de adhesion de perlas fluorescentes) y <2 % (ensayo de union a micobacterias). Se muestra uno de tres
experimentos representativos.

d) Unién de DC-SIGN a componentes diferenciales de ManLAM. Las neoglicoproteinas Ara-Man, Ara-Man2, Ara-
Man3 o Ara6 se revistieron sobre perlas fluorescentes y se afiadieron a células que expresan DC-SIGN. DC-SIGN
se une preferentemente a Man2 y Man3 como se demuestra con la unién fuerte que se puede bloquear mediante la
adicion de anticuerpos anti-DC-SIGN (AZN-D1).

Figura 8. DC-SIGN es un receptor importante tanto para ManLAM como para micobacterias en DC.

a) Las DC inmaduras expresan niveles elevados de DC-SIGN y los otros receptores de LAM informados, MR,
CD11b y CD11c. Los histogramas abiertos representan el control de isotipo y los histogramas rellenos indican la
tincion especifica del anticuerpo.

b) Las DC inmaduras se unen fuertemente a ManLAM a través de DC-SIGN. La unién se determiné usando el
ensayo de adhesion de perlas fluorescentes. La especificidad se determiné midiendo la unién en presencia de
manano, EGTA o anticuerpos de bloqueo frente a DC-SIGN (AZN-D2), MR (Clon 19), CD11b (bear-1) o CD11c
(SHCLS3). Desviacién estandar < 5 %. Se muestra uno de tres experimentos representativos.

c) DC-SIGN media la captura de BCG de M. bovis por DC inmaduras. La unién se determind mediante citometria de
flujo usando micobacterias conjugadas con FITC. La especificidad se determind midiendo la unién en presencia de
anticuerpos frente a DC-SIGN (AZN-D1, AZN-D2 y AZN-D3), MR (Clon 19), CD11b (bear-1) y CD11c (SHCL3). La
union también se midié en presencia de los inhibidores de lectina de tipo C, manano y EGTA, mientras que un
ligando de MR conocido, manosa-BSA, se us6 para determinar la contribucion del receptor MR. Desviacién estandar
< 2 %. Se muestra uno de tres experimentos representativos.
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d) DC-SIGN media la captura y la internalizacién de BCG de M. bovis mediante células K562. Los transfectantes de
K562 se incubaron con BCG de M. bovis conjugado con FITC (MOI 20). Las células se lavaron, y el FITC superficial
se inactivdo mediante exposicion a azul de tripano. La fagocitosis se determiné por comparacion del marcado de FITC
antes y después de la inactivacion usando citometria de flujo. Las bacterias unidas a la superficie se representan
con barras abiertas, internalizadas con barras cerradas. Desviacion estandar < 4 %. Se muestra uno de tres
experimentos representativos.

e) Las DC inmaduras fagocito son rapidamente las micobacterias a través de DC-SIGN. La internalizacion se
determiné como se describe en la Figura 3b. las bacterias unidas a la superficie se representan mediante barras
abiertas, internalizadas con barras cerradas. Desviacion estandar <5 %. Se muestra uno de tres experimentos
representativos.

Figura 9. DC-SIGN media la internalizacién de micobacterias capturadas y ManLAM.

a) BCG de M. bovis y ManLAM se internalizan con DC-SIGN en DC inmaduras y se dirige a los lisosomas. El destino
de las micobacterias capturadas fue seguido de analisis de las DC inmaduras pulsadas con BCG de M. bovis
conjugado con FITC (MOI 20) durante 2 horas usando microscopia de inmunofluorescencia (aumento de 200x). El
ManLAM fue seguido de incubacién de DC con ManLAM (10 mg/ml) durante 1 hora. DC-SIGN, ManLAM y
CD207a/Lamp-1 se tifieron con AZN-D1, F30.5 y H4A3, respectivamente. Se muestra uno de tres experimentos
representativos.

b) ManLAM induce la regulacién negativa de DC-SIGN, pero no de MR, CD11b y CD11c. Las DC inmaduras se
incubaron con 15 mg/ml de ManLAM o AraLAM durante 18 horas, y a continuacion la expresion de DC-SIGN se
determiné mediante citometria de flujo. Se muestra uno de tres experimentos representativos.

Figura 10. Las micobacterias inducen la produccién de IL-10 con DC a través de ManLAM e infeccion directa.

a) ManLAM induce la produccion de IL-10 de DC maduradas con LPS. Las DC inmaduras se incubaron con
15 mg/ml de cualquiera de ManLAM o AraLAM en presencia de LPS (10 ng/ml). La especificidad se determiné en
presencia de anticuerpos de bloqueo frente a DC-SIGN (AZN-D2; 20 ug/ml). Los sobrenadante se cosecharon
después de 18 horas y la produccion de IL-10 se midi6 con ELISA. Los valores son la media + desviaciones
estandar de determinaciones por triplicado. Se muestra uno de tres experimentos representativos.

b) La infeccién de BCG de M. bovis de DC inmaduras induce la produccion de IL-10. Las DC inmaduras se
infectaron con BCG de M. bovis (MOI 4), y el experimento se realizé como se describe en la Figura 5a. Los valores
son la media + desviaciones estandar de determinaciones por triplicado. Se muestra uno de tres experimentos
representativos.

Figura 11. ManLAM inhibe la activacion de DC inducida por LPS a través de la sefializacién de DC-SIGN.

a) ManLAM no induce la activacion de las DC inmaduras. Las DC inmaduras se incubaron con ManLAM, AraLAM o
LPS durante 18 horas, y la activacion se determiné midiendo la expresién de CD80, CD86, CD83 y HLA-DR. Las
lineas discontinuas representan controles de isotipo, las lineas delgadas indican niveles de expresion de DC
inmaduras, y la linea gruesa representa DC inmaduras que se han tratado con cualquiera de LPS (10 ng/ml),
ManLAM (15 pg/ml) o AraLAM (15 pg/ml). Se muestra uno de tres experimentos representativos.

b) La activacion de DC inducida por LPS se bloquea con ManLAM. Las DC inmaduras se cocultivaron con LPS sdlo,
o junto con cualquiera de ManLAM o AraLAM durante 18 horas. Las lineas discontinuas representan controles de
isotipo. Las lineas gruesas, y los valores medios de fluorescencia en los histogramas, representan los niveles de
expresion después del tratamiento con LPS solo, o junto un cualquiera de ManLAM o AraLAM. Las lineas delgadas
indican la presencia de anticuerpos frente a DC-SIGN durante toda la incubacion. Se muestra uno de tres
experimentos representativos.

Figura 12. BCG de M. bovis induce la maduracién y ManLAM inhibe la activacién de DC inducida a través de la
unién a DC-SIGN.

a) BCG de M. bovis induce la maduracion de DC inmaduras. Las DC inmaduras se incubaron con LPS o BCG de M.
bovis viable (MOI 4, 20 y 100) durante 18 horas, y la activacion se determiné midiendo la expresion de CD80, CD86,
CD83 y HLA-DR. Se representa la intensidad media de fluorescencia. Se muestra uno de tres experimentos
representativos.

b) La activacion de DC inducida por BCG de M. bovis se bloquea con ManLAM. Las DC inmaduras se infectaron con
BCG de M. bovis (MOI 4). Las células se preincubaron con 15 pug/ml de cualquiera de ManLAM o AraLAM vy la
expresion de los marcadores se midié después de 18 horas como se describe en la Figura 7a. La especificidad se
determiné mediante la incubacion previa de células con anticuerpos de bloqueo frente a DC-SIGN (AZN-D2;
20 pg/ml). Se muestra uno de tres experimentos representativos.

Figura 13. Estructuras de antigenos de carbohidrato de SEA de S. mansoni, anticuerpos monoclonales (Mab) que
los reconocen, y reactividad de estos Mab con SEA.

La reactividad de los MAb se midié con ELISA, usando SEA revestido a una concentracion de 1 ug/ml. Todos los
anticuerpos, incubados a una concentracion de 1 pg/ml mostraron una fuerte reaccion con SEA.

Figura 14. Interaccion de SEA con DC humanas inmaduras.
a) Las DC humanas inmaduras se cultivaron a partir de monocitos en presencia de GM-CSF e IL-4. A continuacion,
las DC se expresan cerca de niveles elevados de DC-SIGN, el MR, CD83, CD86, CD80 y HLA-DR tal como se
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determina mediante analisis de FACSscan.

b) DC-SIGN, expresado por DC inmaduras, muestra una union similar a SEA al igual que para gp120 de HIV-1, un
ligando de DC-SIGN definido anteriormente. La adhesién tanto a SEA como a gp120 de HIV-1 se determin6 usando
el ensayo de adhesién de perlas fluorescentes. Manano y de AZN-D1 de MAb anti-DC-SIGN (20 pg/ml), pero no el
clon 19 de MAb anti-MR, bloquean la adhesién de SEA a las DC. Se muestra uno de tres experimentos
representativos, usando anticuerpos anti-LDN para acoplar SEA a las perlas fluorescentes. Se obtienen resultados
similares usando anticuerpos anti-LDN-DF (no se muestran).

Figura 15. Unidn de DC-SIGN a SEA de S. mansoni.

DC-SIGN se une tan fuertemente a SEA como a gp120 de HIV-1, tal como se determiné con un ensayo basado en
ELISA usando DC-SIGN-Fc soluble. SEA se revistieron a una concentracion de 5 pg/ml, y gp120 de HIV-1 a una
concentracion de 1 pg ml. La especificidad se determiné midiendo la unién en presencia del anticuerpo AZN-D1 de
bloqueo anti-DC-SIGN (20 ug/ml), o EDTA (5 mM).

Figura 16. DC-SIGN se une fuertemente a SEA
La union de DC-SIGN-Fc soluble a SEA a diferentes concentraciones se midié con un ELISA anti-IgG-Fc.

Figura 17. DC-SIGN se une a una subfraccion de SEA

SEA se separaron mediante electroforesis en gel SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12,5 %.

a) gel de poliacrilamida con SEA (15 pg) tenido con plata para detectar todas las proteinas

b) transferencia de Western de gel de poliacrilamida después de SDS-PAGE de SEA (2 ug), usando DC-SIGN-Fc
soluble para detectar glicoproteinas que se unen a DC-SIGN.

Figura 18. DC-SIGN se une a SEA fucosilado y al trisacarido Le* a1,3-fucosilado

a) SEA se desfucosilaron mediante tratamiento acido suave o a3,4-fucosidasa. La unién de DC-SIGN-Fc soluble a
SEA desfucosilado (revestido a 1 ug/ml) se midié6 mediante un ELISA anti-lgG-Fc. El grado de desfucosilacion, y la
integridad de glicanos no fucosilados después de los tratamientos se establecié usando diferentes MAb anti-glicano,
e IgM-peroxidasa de cabra-anti-ratén para deteccion.

b) Inhibicion competitiva de la union de DC-SIGNFc soluble a SEA y HIVgp120 mediante mAb anti-glicano en ELISA.
Los antigenos revestidos se incubaron previamente con los mAb anti-glicano antes de afiadir DC-SIGNFc. La union
de DC-SIGN Fc se midi6 mediante un ELISA anti-IgGFc. Anticuerpos usados preferentemente SMLDN1.1 o
SMFG4.1 (anti-Le*) o SMLDN1.1 (anti-LDNF) o anti-DC-SIGN (AZN-D1, D2, AZN-D3),

c) DC-SIGN se une fuertemente a neoglicoproteinas que contienen oligosacaridos Le* a1,3-fucosilados y LDN-F
pero en menor medida a neoglicoconjugados que contienen una sola fucosa unida a “a” o a LDN-DF. Las
neoglicoproteinas se revistieron a una concentracion de 5 ug/ml. No se observé unién a neoglicoproteinas que
contenian Galb1,4GIcNAc o GalNAcb1,4GIcNAc (LDN) (no se muestra).

Figura 19. Unién de SEA y Le* a DC-SIGN y L-SIGN mutantes

a) alineamiento de la secuencia de aminoacidos de parte de los CRD de DC-SIGN (AAK20997) con los de luna
lectina de tipo C altamente homologa, L-SIGN (AAK20998). La posicion de las mutaciones E324A, E347Q y V351G
en DC-SIGN se indican con una flecha.

b) La union de perlas revestidas con SEA y Le*PAA a los transfectantes de K562 que expresan DC-SIGN de tipo
silvestre y los mutantes E324A, E347Q y V351G DC-SIGN, se midi6 usando el ensayo de adhesion de perlas
fluorescentes. Para detectar SEA, se usaron perlas fluorescentes acopladas al MAb de LDN-DF. Se muestra uno de
dos experimentos representativos.

c) SEA bloquea la union de DC-SIGN, expresado por las DC inmaduras humanas, a ICAM-3 y gp120 de HIV-1. Por
el contrario, la ARNsaB no bloquea esta unién. la adhesién tanto de ICAM-3 como de gp120 de HIV-1 a DC se
determiné usando el ensayo de adhesién de perlas fluorescentes. Los inhibidores estaban presentes a una
concentracion de 20 pg/ml.

d) La DC-SIGN, expresado por los transfectantes de K562, se une fuertemente tanto a SEA como a gp120 de HIV-1,
mientras que L-SIGN, expresado por los transfectantes de K562 solamente reconoce a gp120 de HIV-1. La adhesion
se determind usando el ensayo de adhesion de perlas fluorescentes. Para detectar SEA, se usaron perlas
fluorescentes revestidas tanto con anti-LDN como con anti-LDN-DF con sus resultados similares. Se muestra uno de
dos experimentos representativos, usando perlas fluorescentes anti-LDN-DF.

e) Los transfectantes de K562 expresan de forma eficaz DC-SIGN, L-SIGN y los DC-SIGN mutantes diferentes, tal
como se determina mediante analisis FACSscan

Figura 20. Los granulocitos interactuan fuertemente con perlas revestidas con DC-SIGN, parcialmente a través de
ligandos que contienen Le”.

A. Tanto manosa asi como epitopos de Lewis-X se expresan altamente en glicanos expresados mediante
granulocitos

B. DC-SIGN se une fuertemente a granulocitos recién aislados. Los granulocitos recién aislados se incuban con
perlas fluorescentes revestidas con DC-SIGN-Fc. La adhesion se determina mediante el ensayo de adhesion de
perlas fluorescentes. La especificidad se determina midiendo la adhesidon en presencia de manano, EGTA y
anticuerpos frente a DC-SIGN (AZN-D1, D2 o D3), integrinas b2 (NKI-L19) y Le* (6H3)
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Figura 21. DC-SIGN-Fc tiene una afinidad elevada hacia granulocitos. La interaccién de DC-SIGN con granulocitos
se investiga adicionalmente por valoracion de DC-SIGN-Fc y determinando la unién mediante la medida de la DC-
SIGN-Fc unido usando anticuerpos Fc de cabra-anti-humano conjugados con FITC. La interaccién se bloquea media
con anticuerpos frente a DC-SIGN (AZN-D1), y manano y EGTA (A) y con anticuerpos anti-Le* (3H3, B).

Figura 22. Una proteina de 66 kDa (CD66) es el ligando de afinidad elevada de DC-SIGN en granulocitos.

A. Los granulocitos se marcan en su superficie con biotina. El lisado celular se incuba durante una noche a 4 °C con
perlas de Proteina A revestidas con DC-SIGN-Fc o anticuerpos de control frente a ICAM-2, ICAM-3 y LFA-1. Las
perlas se lavan y el producto inmunoprecipitado se analiza en SDS-PAGE y se visualiza mediante autorradiografia.
En particular, se inmunoprecipita una proteina con un tamafio de 66kD. B. Los granulocitos expresan altamente el
Le* que contiene antigeno CD66acd y CD66d, no expresan el ligando ICAM-2 de DC-SIGN y expresan ICAM-3. C.
La inmunoprecipitacién de CD66acd demuestra una actividad de unién fuerte para DC-SIGNFc. Los mAb anti-
CD66acd revestidos en una placa de ELISA se incubaron con un lisado de granulocitos. Después de retirar por
lavado algunas proteinas no especificas, DC-SIGNFc se incub6 para demostrar ligandos de afinidad elevada. La
DC-SIGNFc no reconoce a ICAM-3 de los granulocitos demostrando que en los granulocitos no es ICAM-3 sino
CD66acd el ligando de afinidad elevada para DC-SIGN. La unién de CD66acd a DC-SIGNFc se inhibe
completamente mediante la retirada de cationes con EDTA.

Figura 23. La DC-SIGN celular se unen fuertemente a la proteina CD66a especifica de granulocitos.

Las células 293T se transfectar con plG-CD66a-Fc, plG-ICAM-3-Fc y plG (simulado). Los sobrenadantes se
cosechan y las perlas se revisten con las quimeras de Fc (CD66a-Fc, ICAM-3-Fc y simulado). Las DC inmaduras y
las células K562 transfectar as con DC-SIGN se incuban con perlas y la adhesidon se determina en presencia de
anticuerpos frente a DC-SIGN e integrinas 2, y manano y EGTA.

Figura 24. Los linfocitos NK interactian de forma especifica con DC-SIGN-Fc.

La unién de DC-SIGN-Fc a subconjuntos de linfocitos de sangre periférica (PBL) se determina mediante citometria
de flujo en presencia de anticuerpos frente a DC-SIGN. Los subconjuntos de PBL se distinguen mediante tincion con
CD3 y CD56, y la adhesion se determina mediante triple tincion con DC-SIGN-Fc.

Figura 25. Los linfocitos NK interactian de forma especifica con DC-SIGN-Fc de una manera dependiente de la
concentracion. La union de DC-SIGN-Fc a subconjuntos de linfocitos de sangre periférica (PBL) se determina
mediante citometria de flujo en presencia de anticuerpos frente a DC-SIGN. Los linfocitos NK se detectan mediante
triple tincion con CD3, CD56 y DC-SIGN-Fc. Las células CD56 dim y brillantes no difieren en la expresién de ICAM-2
o ICAM-3 lo que demuestra que la glicosilacion diferencial es el resultado de la unién por afinidad elevada de DC-
SIGNFc a linfocitos NK, CD56 dim.

Figura 26. El subconjunto de NK, CD56d"“CD16+, interactia de forma especifica con DC-SIGN-Fc. La unién de DC-
SIGN-Fc a subconjuntos de NK se determina mediante citometria de flujo en presencia de anticuerpos frente a DC-
SIGN. Los subconjuntos de NK se distinguen mediante tincion con CD16 y CD56, y la adhesion se determina
mediante triple tincién con DC-SIGN-Fc.

Figura 27. Una proteina de 166 kDa e ICAM-2 se reconocen mediante DC-SIGN-Fc en linfocitos NK.

Los linfocitos NK se marcan en la superficie con yodo radioactivo. El lisado celular se incuba durante una noche a 4
°C con perlas de Proteina A revestidas con DC-SIGN-Fc o anticuerpos de control frente a ICAM-2, ICAM-3 y LFA-1.
Las perlas se lavan y el producto inmunoprecipitado se analiza en SDS-PAGE y se visualiza mediante
autorradiografia.

Figura 28. La maduracion de células DC NK esta mediada con LFA-1.

Las DC inmaduras se cocultivan con linfocitos NK durante 24 horas en presencia de anticuerpos frente a DC-SIGN
(AZN-D1) y LFA-1 (NKI-L19). La maduracién se determina midiendo la expresién de CD80, CD83, CD86 y HLA-DR.
con linfocitos NK O/N a 37 °C. Como un control, las DC se maduran con LPS (10 ng/ml).

Figura 29. La lisis mediada por NK de DC inmaduras depende de DC-SIGN.

Las DC inmaduras marcadas con cromo® o maduradas con LPS se cocultivan con linfocitos NK activados con IL-2 o
no activados durante 4 horas en presencia de anticuerpos frente a DC-SIGN (AZN-D1) y LFA-1 (NKI-L19). La lisis se
determina midiendo la liberacion de Cr2.

Figura 30. La lisis mediada por NK de los transfectantes de K562 aumenta con DC-SIGN.
Las células K562 marcadas con cromo® se cocultivan con linfocitos NK activados con IL-2 o no activados durante 4
horas en presencia de anticuerpos frente a DC-SIGN. La lisis se determina midiendo la liberacién de cr*2,

Figura 31. DC-SIGN tiene una afinidad elevada para VHS-1y VHS-2.

VHS se reviste en placas de ELISA y la unién a DC-SIGN-Fc se determina en presencia de anticuerpos frente a DC-
SIGN.

Figura 32. DC-SIGN se une fuertemente a la glicoproteina gB de envoltura de VHS.
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A. Los transfectantes de DC-SIGN se incuban con perlas revestidas con glicoproteinas de envoltura de VHS y la
unién a DC-SIGN se determina en presencia de anticuerpos frente a DC-SIGN.

B L-SIGN se unen fuertemente a la glicoproteina gB de envoltura de VHS.

Los transfectantes de L-SIGN se incuban con perlas de glicoproteina de envoltura de VHC y la unién DC-SIGN se
determina en presencia de anticuerpos frente a DC-SIGN.

Figura 33A. mSIGNR1 se une a carbohidratos que contienen manosa, similar al DC-SIGN y L-SIGN. Las células
K562 que expresan DC-SIGN humano, L-SIGN humano o mSIGNR1 murino se unen de una manera similar a
carbohidratos que contienen manosa - usando el ensayo de adhesion de perlas fluorescentes.

Figura 33B. DC-SIGN, L-SIGN y mSIGNR1 se unen de forma diferente a antigenos de Lewis. Los transfectantes que
expresan DC-SIGN humano, L-SIGN humano o mSIGNR1 murino se unen de manera similar a antigeno de Lewis
acoplado a perlas fluorescentes. DC-SIGN y mSIGNR1, al contrario que L-SIGN, reconocen el antigeno de Lewis X.
El mSIGNR1 murino interactta con sialil Lewis X al contrario que DC-SIGN y L-SIGN humanos.

Figura 33C La especificidad de carbohidrato de DC-SIGN, L-SIGN y mSIGNR1 es diferente. El antigeno de Lewis X
no es reconocido por L-SIGN, mientras que la DC-SIGN humano y mSIGNR1 si lo es. El mSIGNR1 reconoce a sialil
Lewis X al contrario que DC-SIGN y L-SIGN. Tanto la DC-SIGN humano como el mSIGN1 murino se unen a sialil
Lewis A, al contrario que L-SIGN.

Figura 34. DC-SIGN, L-SIGN y mSIGNR1 se unen a manano derivado de levadura, virus E1/E2 de la Hepatitis C,
gp120 de HIV-1 y ManLAM de micobacterias. Los ligandos patogénicos se revistieron en perlas fluorescentes y la
adhesion se midié usando el ensayo de adhesion de perlas fluorescentes con los transfectantes de K562. La unién
de Gp120 a DC-SIGN, L-SIGN y mSIGNR1 se inhibi6é usando el carbohidrato derivado de levadura, manano, lo que
demuestra que estas lectinas de tipo C también se unen a manano derivado de levadura.

Figura 35. DC-SIGN se une de forma especifica a proteinas de envoltura de VHC.

A. DC-SIGN se une tanto a la levadura Hansenula como proteinas de envoltura de VHC producidas por células de
mamifero. La interaccion de DC-SIGN con las proteinas E1y E2 de envoltura de VHC (2 mg/ml) producidas por la
levadura Hansenula o células de mamifero infectadas con virus Vaccinia recombinante se someti6 al ensayo en un
ELISA basado en Fc. La especificidad de la unién se confirmé usando el anticuerpo AZN-D1 de bloqueo especifico
para DC-SIGN (50 mg/ml), manano (100 mg/ml) o el agente quelante de calcio, EGTA (5 mM).

B. La interaccion de DC-SIGN con E1 y E2 de VHC depende de la concentracion. Los E1 y E2 producidos por
células de mamifero se valoraron (0-16 o 14 mM de resp.) y la union a DC-SIGN-Fc se sometié a ensayo como se
ha descrito anteriormente. Para bloquear la interaccion de forma especifica se usé AZN-D1 (50 mg/ml).

C. DC-SIGN tiene una afinidad similar hacia E1, E2 y gp120. Los E1 y E2 producidos por células de mamifero
(10 nM) y gp120 (2 nM) se revistieron y la union a DC-SIGN-Fc se sometid6 a ensayo como se ha descrito
anteriormente. EI manano se valoré (0-1000 mg/ml) para bloquear la interaccion. La unién se expresd6 como
porcentaje de la unién sin bloqueo.

D. La DC-SIGN que se une a E1, E2 y gp120 depende igualmente del calcio. Los E1 y E2 producidos por células de
mamifero (10 nM) y gp120 (2 nM) se revistieron y la unién a DC-SIGN-Fc se sometié a ensayo como se ha descrito
anteriormente en presencia de una cantidad variable de calcio (0-5 mM). la unién se expres6 como porcentaje de
unién con calcio 5 mM.

Figura 36. Las proteinas de envoltura de VHC se unen mediante DC-SIGN y L-SIGN celulares. Los transfectantes de
K562 expresan niveles similares de DC-SIGN y L-SIGN. B Los DC-SIGN y L-SIGN celulares se unen a ambas
glicoproteinas E1 y E2 de envoltura. Las células K562 transfectar as con DC-SIGN y L-SIGN se usaron para medir la
union a proteinas de envoltura de VHC con el ensayo de adhesion de perla revestida con fluorescencia. C El
mutante Val351 de DC-SIGN se une a ambas proteinas E1y E2 de envoltura de VHC. El V351G de DC-SIGN que
se une a perlas revestidas con las glicoproteinas E1 y E2 se investigd y la especificidad se determind mediante el
bloqueo de la interaccién con el anticuerpo AZN-D2 especifico de DC-SIGN o el agente que quelante de ién calcio,
EGTA. D. El analisis mutacional demuestra que algunos aminoacidos similares dentro de la region CRD de DC-
SIGN estan implicados en el reconocimiento de VHC y HIV-1 y que los mismos también estan implicados en la union
a ICAM-3.

Figura 37. La ruta de internalizacion de DC-SIGN depende del fondo celular. Un DC-SIGN y L-SIGN expresado por
transfectantes de K562 y THP-1 se unen a las VLP de VHC del mismo modo. La union de las VLP E1/E2 del VHC
los transfectantes K562 y THP-1 tanto con DC-SIGN como con L-SIGN se midié usando el ensayo de adhesion de
perlas fluorescentes. B-E El VHC unido a DC-SIGN se dirige a los endosomas tempranos (transferrina +) en células
THP-1, al contrario que en las lisosdmicas (LAMP-1+) que se dirigen a células K562. Las células K-562 (By C) y
THP-1 (D y E) que expresan DC-SIGN o L-SIGN se incubaron durante una noche con las VLP del VHC. EI VHC se
detecté usando un anticuerpo anti-VHC humano y un anticuerpo secundario marcado con (FITC) fluorescente. El
direccionamiento intracelular se determind mediante tincién de los compartimentos endosémicos con un anticuerpo
de ratén para el LAMP-1 especifico de lisosomas/endosomas tardios y anticuerpo secundario marcado con (Alexa
Fluor 594) fluorescente (B, D), o mediante la coincubacion de las células durante 15 minutos con transferrina
marcada con Alexa Fluor 594 que se transporta de forma especifica a los endosomas tempranos y funciona como un
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marcador (C, E). Las células se analizaron mediante microscopia de fluorescencia.

Figura 38. Las células dendritica se unen fuertemente a E1 y E2 del VHC a través de DC-SIGN.

A Las DC inmaduras expresan niveles elevados de DC-SIGN. Se aislaron células dendriticas derivadas de
monocitos como se describe en materiales y métodos. La expresion de DC-SIGN se midié mediante tincion de FACS
con el anticuerpo AZN-D2 especifico para DC-SIGN. B, C Las DC inmaduras y las DC maduras se unen fuertemente
a las proteinas E1 y E2 de envoltura del VHC, y a las VLP de E1/E2 del VHC mixtas a través de DC-SIGN. Las DC
inmaduras (B) y maduradas con LPS (C) que se unen a proteinas de envoltura del VHC se determind mediante un
ensayo de adhesion de perlas fluorescentes. La especificidad se determiné con un anticuerpo AZN-D2 anti-DC-SIGN
(50 mg/ml), manano (100 mg/ml), EGTA (10 mM), y anticuerpo receptor anti-manosa (clon 19) (50 mg/ml).

Figura 39. La DC-SIGN en las iDC dirige a las VLP del VHC hacia endosomas tempranos. A Las células dendriticas
inmaduras se incubaron con las VLP del VHC (30 mg/ml) durante 4 horas o durante una noche. El VHC se detecto
con un anticuerpo anti-HVC humano y un anticuerpo secundario marcado con FITC. El direccionamiento intracelular
se determiné mediante tincién de los compartimentos endosémicos con un anticuerpo de ratén con respecto al
LAMP-1 especifico de lisosomas/endosomas tardios o el marcador EEA-1 especifico de endosomas tempranos y un
antipapa secundario marcado con Alexa Fluor 594, o mediante la coincubacion de las células durante 15 minutos
con transferrina marcada con Alexa Fluor 594 que se transporta de forma especifica a los endosomas tempranos. B
Las células dendriticas inmaduras se incubaron con las VLP del VHC (30 mg/ml) durante 4 horas o durante una
noche a 37 °C o 4 °C. El VHC se detectd tal como se ha descrito para la figura 5A. La localizacién de DC-SIGN se
determind con el anticuerpo AZN-D2 especifico para DC-SIGN y un anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor
594.

Figura 40 La DC-SIGN en las iDC dirige su antigeno de Lewis X ligando a endosomas/lisosomas tardios. Las células
dendriticas inmaduras se incubaron con Lewis X (10 mg/ml) durante 4 horas. El direccionamiento intracelular se
determind mediante tincién de los compartimentos endosémicos con un anticuerpo de ratéon para el LAMP-1
especifico de lisosomas/endosomas tardios o mediante coincubacion de las células durante 15 minutos con
transferrina marcada con Alexa Fluor 594 que se transporta de forma especifica a los endosomas tempranos. Las
células se analizaron mediante microscopia de fluorescencia.

Figura 41. El VHC interactda con L-SIGN que expresa células endoteliales sinusoidales de higado humano (LSEC)
in situ. (A) L-SIGN se expresa por las LSEC humanas, tal como se determiné mediante la tincion de tejido hepatico
con un anticuerpo especifico de L-SIGN. (B) La union de las VLP del VHC mediante tejido hepatico se determiné por
incubacion de secciones de higado con las VLP del VHC durante 2 horas a 37 °C. La unién al VHC se detecto
usando un anticuerpo anti-VHC de ratén y un anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor 594. (C) La unién de
VLP del VHC a las LSEC se bloqueé con el agente quelante de calcio, EGTA.

Figura 42. Algunos antigenos del grupo sanguineo de Lewis y algunas de sus estructuras relacionadas se unen a
DC-SIGN. (a) Antigenos del grupo sanguineo de Lewis expresados por H. pylori. (b-c) Los carbohidratos, que
representan antigenos de grupo sanguineo o sus subestructuras, conjugados con poliacrilamida (b), o ceramida (c),
se revistieron y la unién de la DC-SIGN-Fc recombinante se midi6é usando el ELISA de DC-SIGN-Fc.

Figura 43. La unién de H. pylori depende de la expresion del antigeno de Lewis. (a-c) Se revistieron mutantes (a),
cepas (b) y variantes de fase (c) de a3-fucosiltransferasa de H. pyloriy la unién de la DC-SIGN-Fc recombinante se
midi6 después de incubacion con Fc de cabra-anti-humano marcado con peroxidasa. El H. pylori se revistioé y se
incubd con anticuerpos especificos para antigenos de Lewis tal como se indica y se determinaron sus serotipos
después de incubacion con inmunoglobulinas anti-ratén marcadas con peroxidasa.

Figura 44. La variacion de fase de LPS en H. pylori se produce in vivo.

(a) Se detectaron variantes de J223 de fase positiva para Lex/y mediante transferencia de colonias con mAb
especificos para los antigenos de Lewis indicados, después de un breve tiempo de cultivo directamente a partir de la
biopsia, seguido de un solo pasaje en fase fluida y distribucion sobre medios sélidos. (b) La secuenciacion del tracto
C se realizé para determinar el estado "activado" y "desactivado" de los genes futA (HP0379) y futB (HP0651). El
mutante J223.3 futB se genera mediante transformacion natural con constructo que contiene un casete marcador de
resistencia a cloramfenicol en el gen HP0651, se formd serotipo tal como se indica para J223. (c) pais que inicia
consecuencias de la longitud del tracto C para la expresion funcional de futA y futB.

Figura 45. La DC-SIGN se expresa en las DC gastricas y es el receptor principal para H. pylori positivo para Le.

(a) Una seccion del tejido del estébmago se fijo y se tifid con anticuerpos anti-DC-SIGN. Aumento original de x 20.
Las flechas indican las células de tipo DC positivas para DC-SIGN en la lamina propria. (b-d) Las DC derivadas de
monocitos (b), las DC derivadas de monocitos y macréfagos de RAW (c) o células K-562 transfectar as con DC-
SIGN (d) se incubaron con J223.3 o0 J223.8 de H. pylori marcados con FITC y la unién se analizé usando citometria
de flujo. En b y d, las células se incubaron previamente con anticuerpos anti-DC-SIGN, anticuerpos receptores (MR)
de manano, EDTA, o anti-manosa.

Figura 46. La union de H. pylori a induce un aumento de la produccién de las citoquinas IL-10 e IL-12 dependiente
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de DC-SIGN, pero ningin cambio en IL12p70.

(a) Las DC se incubaron con J223.3 o J223.8 de H. pylori con una multiplicidad de infeccion (M.O.l.) de 20 en
presencia o ausencia de anticuerpos anti-DC-SIGN durante 1 h, se lavaron y se cultivaron durante 20 h. El
sobrenadante se cosechd y la cantidad de IL-10 e IL-12p40 se analiz6 por ELISA.

(b) Después del cocultivo de DC con J223.3 o0 J223.8 de H. pylori, las células se incubaron con fibroblastos de J558
transfectados con CD40L en ausencia o presencia de IFN-y durante 24 h. El sobrenadante se cosech¢ y la cantidad
de IL-12p70 se analizé por ELISA.

Figura 47. La union de H. pylori a DC-SIGN induce el sesgo de los linfocitos T sin tratamiento previo con respecto a
Th2.

Después de incubacion previa con anticuerpos anti-DC-SIGN, las DC se incubaron con J223.3 o J223.8 de H. pylori
a una M.O.l. de 10 durante 48 h, se grabaron y posteriormente se cocultivaron con linfocitos CD45RA+CD4+ T
altamente purificados. Los linfocitos T quiescentes se volvieron a estimular con PMA e ionomicina e IL-4 e IFN-y se
analizaron en una base de una sola célula mediante citometria de flujo intracelular.

Figura 48: Los lactobacilos inducen maduracion parcial de DC.

Las DC inmaduras (iDC) se generaron tal como se ha descrito. A) la maduraciéon se indujo mediante la adicion de
LPS (100 ng/ml), 107 bacterias, LPS mas MF (rIL-1b (25 ng/ml) y rTNFa (50 ng/ml)), o MF mas 1.107 bacterias.
Después de 48 h, las DC maduras (mDC) se cosecharon, se lavaron y (A) la expresion de la superficie de CD86,
HLA-DR y CD83 se analiz6 por citometria de flujo. (B) Las DC maduras (2.104 células/pocillo) se estimularon con
células de fibroblastos de raton que expresan CD40L de ratén (células J558, 2x104 células/pocillo) para inducir la
produccion de IL-12, IL-10 e IL-6. Después de 24 h, los sobrenadantes se recogieron y la produccion de IL-12p70,
IL-10 e IL-6 se midié con ELISA.

Figura 49: L. reuteriy L. casei inducen el desarrollo de linfocitos T reguladores mediante la modulacién de la funcion
de DC.

La generacion de iDC y las condiciones de maduracion se describen en la leyenda de la figura 16. (A) Las DC
maduras (5x103 células/pocillo) se cocultivaron con linfocitos T sin tratamiento previo auxiliares (células Th) (2x104
células/pocillo) y superantigeno SEB (10 pg/ml). Después de 12 dias, las producciones de IFN-g e IL-4 por célula se
analizaron mediante tincion de FACS intracelular después de una estimulacién con PMA/ionomicina durante 6 h, las
Ultimas 5 h en presencia de Brefeldina A. (B) Las DC maduras (2,5x103 células/pocillo) se cocultivaron con células
Th sin tratamiento previo (5x104 células/pocillo). La proliferacion celular se evalué mediante la incorporacion de [3H]-
TdR marcado con radiactividad después de un pulso con 13 KBg/pocillo durante las ultimas 16 h del cultivo de 6 dias
después de estimulacion, tal como se mide mediante espectroscopia de centelleo liquido. (C) Las células Th sin
tratamiento previo se estimularon como se ha descrito en la parte A. Después de 12 dias, las células sometidas a
ensayos se marcaron con fluorescencia con PKH, y se estimularon con concentraciones suboptimas de
concentraciones anti-CD3 (1:5000) y anti-CD28 (1:2000). Después de incubacion durante una noche, los linfocitos T
diana marcados con (CFSE) fluorescente (linfocitos CD4+ T periféricos), se afiadieron en una proporcion de 1:1
(2,5x104 cada uno). Después de 5 dias, la tincion con PKH y CFSE de las células se analizé mediante citometria de
flujo. El perfil de CFSE sombreado en color gris representa la condicion del ensayo (bacterias: 105), mientras que la
superposicion indica la proliferacion en presencia de células de ensayo de control (MF/LPS). La figura es una
representacion con respecto a 7 experimentos independientes. (D) La intensidad media de fluorescencia (MFI) de
las células diana marcadas con CFSE cocultivadas en presencia de células de ensayo de control (MF/LPS) se ajusto
a un 100 %, que representa la proliferacion maxima. La MFI de los linfocitos T diana cocultivados con otras células
de ensayo se comparé con este valor, calculando la proliferacion relativa. Los resultados se expresan como los
porcentajes medios + ETM de 4-7 experimentos independientes (Cordicepina: 25 - 12,5-6,25 ug/ml). Los datos se
analizaron para significancia estadistica usando ANOVA seguido de ensayo de comparacion multiple de Bonferroni.
*P<0,05, ** P <0,01.

Figura 50: Ninguna actividad de TLR con Lactobacilos.

(A) Se sembraron células HEK 293 ftransfectar as de forma estable con cualquiera de TLR2 o TLR4 a
0,2 x 106 peludas/pocillo y se estimularon con 107 bacterias/ml o TNFa. Después de 24 horas, se recogio el
sobrenadante y el contenido de IL-8 se analizé por ELISA. (B) Las células HEK 293 se transfectar de forma
transitoria con TLR1, TLR2, TLR3, TLR4 + MD2, TLR6, TLR7 y TLR9 humanos, junto con un constructor indicador
de ELAM-luciferasa y se estimularon con 107 bacterias o TNFa. La actividad de luciferasa se determiné 6 h después
de la estimulacion.

Figura 51: L. reuteri y L. casei se unen a DC-SIGN en moDC.

(A). Las DC inmaduras se incubaron con bacterias marcadas con FITC. Después de lavado, las células se
analizaron mediante citometria de flujo. (B) Se us6 un protocolo similar, como se ha descrito la parte A, para analizar
bacterias que se unen a K562 transfectadas con DC-SIGN o células K562 sin transfectar. Se realizaron incubaciones
previas con cualquiera de TSM + BSA al 0,5 %, EDTA o anti-DC-SIGN (AZN-D1 y AZN-D2, 20 pg/ml). (C) La union a
DC se realiz6 como se describe en la parte A. Se realizaron incubaciones previas con cualquiera de TSM + BSA al
0,5%, anti-DC-SIGN (AZN-D1 y AZN-D2, 20 ug/ml), anti-MR, Manano o metilglucésido.

Figura 52: El bloqueo de la interaccion de DC-SIGN con L. reuteriy L. casei elimina el cebado para el desarrollo de
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linfocitos T reguladores. La generacion de iDC se describe en la leyenda de la figura 1. Las DC inmaduras se
incubaron previamente (30 min, 37 °C) con cualquiera de control de isotipo Ab, anti-DC-SIGN (AZN-D1; 20 yg/ml) o
Manano. A partir de ese momento, la maduracion se realizé como se describe en la leyenda de la figura 16. La
induccion de la actividad celular supresora se analizé como se describe en la leyenda de la figura 17.

Figura 53. Los Neutréfilos Mononucleares Polimoérficos (PMN) expresan el ligando Lewisx de DC-SIGN y se unen
con afinidad elevada al DC-SIGN recombinante. A. Los glicoconjugados de poliacrilamida de Lewisx y de Lewisx
sialilado se revistieron y la adhesién de DC-SIGN-Fc se midié con Fc de cabra anti-humano marcado con peroxidasa
en ELISA de DC-SIGN-Fc. B. La expresion de Lewisx se determind en PMN marcado para CD16 para discriminar
entre neutréfilos CD16+ y eosindfilos CD16-. C. La adhesion de perlas revestidas con ICAM-3-Fc o DC-SIGN-Fc a
PMN se evalué usando citometria de flujo. La especificidad de la adhesién se obtuvo usando anticuerpos del
bloqueo anti-DC-SIGN (AZN-D1, 20 mg/ml), manano (50 mg/ml), o EGTA (10 mM). D. La valoraciéon de DC-SIGN-Fc
con respecto a PMN revela una unién de afinidad elevada de DC-SIGN a PMN. E. Unién de la concentracion éptima
de DC-SIGN-Fc (10 mg/ml) a PMN marcado para el marcador CD16 neutréfilos. Para evaluar la especificidad del
bloqueo se usaron anticuerpos anti-DC-SIGN (AZN-D1, 50 mg/ml).

Figura 54. EI CEACAM1 expresado en PMN es un ligando de DC-SIGN y se une a través de sus restos de Lewisx.
A. El lisado de PMN completo se analizé en un gel de poliacrilamida al 7 % durante 1,5 h a 120 V, se transfirio en
transferencia de nitrocelulosa, y se hizo tincion con DC-SIGN-Fc, anti-CEACAM1 (anti-CD66) o anticuerpos anti-
Lewisx (3 mg/ml) y anticuerpos secundarios conjugados con fosfatasa alcalina. B. Se usaron perlas de proteina A
(protA) revestidas con DC-SIGN-Fc para inmunoprecipitar ligandos de DC-SIGN de PMN con superficie biotinilada.
Los inmunoprecipitados se desarrollaron en gel, se transfirieron en transferencia, y se hizo tincion con estreptavidina
conjugada con peroxidasa. C. EI CEACAM1 inmunoprecipitado a partir de PMN usando perlas de proteina G (protG)
revestidas con anticuerpos anti-CEACAM1 se sometieron a tincion en transferencia usando DC-SIGN-Fc y
anticuerpos de cabra anti-humano conjugados con fosfatasa alcalina. D. La incubacion con la enzima a1-3,4
fucosidasa (5 mU/ml) durante 3 dias a 37 °C elimina el epitopo de Lewisx en CEACAM1 derivado de PMN. E.
Usando un sistema basado en ELISA, la adhesion de DC-SIGN-Fc a PMN CEACAM1 se midié y se comparoé con el
mismo después de tratamiento con a 1-3,4 fucosidasa. F. Los anticuerpos dirigidos frente a Lewisx (20 mg/ml)
bloguean la adhesién de DC-SIGN-Fc a CEACAM1 capturado a partir de PMN usando anticuerpo anti-CEACAM1 en
ELISA de adhesion.

Figura 55. La DC-SIGN celular expresado en los transfectantes de K562 y las DC inmaduras se unen al CEACAM1
nativo de PMN. A. Las perlas fluorescentes revestidas con CEACAM1 de PMN se incubaron con los transfectantes
de K562 que expresan DC-SIGN de tipo silvestre o DC-SIGN mutante que presenta una sola sustitucién de
aminoacidos en el dominio de lectina de tipo C crucial para la union al ligandos. La adhesion de perlas se midié
usando analisis FACS. B. Se determind la adhesién de perlas revestidas con CEACAM1 a DC inmaduras. La
especificidad de la adhesion se evalué usando anticuerpos de bloqueo anti-DC-SIGN (20 mg/ml), manano
(50 mg/ml), o EGTA (10 mM).

Figura 56. DC-SIGN esta implicado en la formacion de grupos de DC y PMN. A. Los PMN marcados con CFSE
(verde) se incubaron con K562 marcado con HE fluorescente, K562-DC-SIGN, e DC inmaduras (rojo) durante 15 min
a 37 °C. Se usaron anticuerpos anti-DC-SIGN (AZN-D1 y AZN-D2, 10 mg/ml) para determinar la implicacion de DC-
SIGN. La formacion de grupos celulares se visualizé usando microscopia de fluorescencia y se realizaron fotografias
representativas. B. Usando el analisis de FACS, la formacion de grupos celulares se sigui6 en el tiempo mediante
puntuacion del porcentaje de K562 o K562-DC-SIGN que tiene PMN unido. C. La adhesién de PMN a DC inmaduras
se cuantificd mediante citometria de flujo.

Figura 57. Localizacion de PMN y DC en mucosa de colon de pacientes con enfermedad de Crohn. A. Laminas de
tejido intestinal inflamatorio de pacientes con enfermedad de Crohn se sometieron a doble tincion para los
marcadores Lewisx de PMN (6H3, fluorescencia de color verde) y CEACAM1 (CLB-gran/10, fluorescencia de color
azul), B. Para CEACAM1 (CLB-gran/10, fluorescencia de color verde) y la DC-SIGN marcador de DC (CSRD,
fluorescencia de color rojo), o C. Para Lewisx (6H3, fluorescencia de color verde) y DC-SIGN (CSRD, fluorescencia
de color rojo). El anticuerpo anti-CEACAM1 produce tincion de fondo en criptas del colon, debido probablemente a la
reaccion cruzada con CEA que se expresa en células epiteliales colénicas.

Figura 58. PMN activa las DC inmaduras a través de la unién a DC-SIGN. A. La maduracion de DC mediante reposo
o PMN se determina midiendo la expresién del marcador CD86 de maduracién de DC. La maduracion se puede
inhibir con anticuerpos anti-DC-SIGN (AZN-D1). La maduraciéon de las DC con los PMN se compar6 con la
maduracioén de las DC con LPS o E. coli. B. La produccion de citoquinas de IL-12 y TNFa se analizé después de
interaccion de PMN DC, y depende de la unién a DC-SIGN ya que los anticuerpos frente a DC-SIGN bloquean la
induccién de citoquinas.

Figura 59. DC-SIGN se une tanto a CD11 como a CD66a-d que expresan Lewis X en PMN.

A La captura de CD11b y CD66acd a partir de lisado de PMN usando anticuerpos especificos revel6 la presencia de
antigenos de Lewis X en estas moléculas de la membrana celular

B La captura de CD11b y CD66acd de lisado de PMN y el acoplamiento a perlas fluorescentes revelé que en
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particular en CD11b y CD66acd derivados de PMN interactuaba fuertemente con transfectar es que expresan DC-
SIGN lo que indica que DC-SIGN se une a CD11b y CD66acd derivados de PMN.

C EI CD11b/CD18 capturado y el CD66 fuera del lisado de PMN demuestra una unién por afinidad elevada con DC-
SIGNFc como se demuestra en ELISA de DC-SIGN Fc.

D Los estudios de inmunotransferencia demuestran que DC-SIGNFc interactua de forma especifica con CD66acd y
CD11b de PMN cuando se inmunoprecipita (IP) usando anti-CD66acd (calle 9) y mAb de CD11b (calle 10) fuera de
un lisado de PMN. Las proteinas de la superficie celular estan biotiniladas y los PMN estan lisados. Calle 1. Control
negativo que usa Fc de ICAM-3 para capturar mediante proteinas de IP. La deteccidn se realiza con estreptavidina
marcada con peroxidasa. Calle 2. La DC-SIGN-Fc se usa para capturar ligandos biotinilados de a partir del lisado;
son visibles dos bandas de proteina, la banda superior consiste en CD11b y CD66a, mientras que la banda inferior
consiste en CD18. Calle 3. Control negativo; no ser inmunoprecipita ninguna banda con anticuerpos anti-DC-SIGN.
Calle 4, IP con anticuerpos frente a CD66acd; es visible una banda débil que contiene CD66a. Calle 5, IP de CD11b;
son visibles dos bandas; la banda superior es CD11c y la banda inferior es CD18m, que se coinmunoprecipita con
CD11c. Calle 6. IP con ligandos de DC-SIGN y deteccion con anti-CD66acd; CD66a se captura con DC-SIGN Fc.
Calle 7. IP con ligandos de DC-SIGN y deteccion con anti-CD11b; CD11b se captura con de DC-SIGN Fc. Calle 8.
Control negativo, IP con anticuerpos anti-DC-SIGN y deteccion con DC-SIGN-Fc. Calle 9. IP con anti-CD66acd y
deteccion con DC-SIGN Fc; CD66a se une con DC-SIGN en transferencia. Calle 10. IP con anti-CD11a y deteccion
con DC-SIGN Fc; CD11a se une con DC-SIGN en transferencia.

Figura 60

DC-SIGN se une a estructuras de Lewis X en PMN en la forma CD11b.

Los estudios de inmunoprecipitacion (IP) revelaron que la unién de DC-SIGN-Fc a CD11b se anula cuando CD11b
se trata con a-1, 3,4 Fucosidasa que elimina el resto de fucosa presente en Lewis X (Calle 7 y 8)

Figura 61

DC-SIGN se une a células tumorales que expresan el antigeno tumoral CEA (CD66e), a través de la interaccion de
DC-SIGN con CD66e.

A. DC-SIGNFc reconoce antigenos tumorales en varios carcinomas y adenocarcinomas de mama. La union se
puede bloguear con mAb anti-DC-SIGN

B. la linea SW948 de células tumorales interactua con células que expresan DC-SIGN y con las DC y la adhesion
celular se puede bloquear con anticuerpos anti-DC-SIGN (AZN-D1), lo que indica una funcién de DC-SIGN para
interactuar con una estructura celular en células tumorales

C. DC-SIGN-Fc se une a CD66e inmunoprecipitado (CEA). La inmunoprecipitacion con anti-CD66e (anti-CEA) de
lisado de células tumorales SW948 biotiniladas en la superficie celular muestra que DC-SIGN-Fc se une al antigeno
tumoral CEA (calle 5).

Figura 62

DC-SIGN reconoce a Lewis X y Lewis Y en CD66e de células tumorales.

A. CD66e de la linea SW948 de células de tumor expresa estructuras s de carbohidrato de Lewis X y Lewis Y
determinadas usando anticuerpos especificos.

B. El CD66e capturado de lisado de SW948 se une mediante DC-SIGN-Fc

C. La DC-SIGN-Fc captura a CD66e de un lisado de SW948 tal como se detecta con un anticuerpo especifico
anti-CD66e.

D. Los estudios de inmunoprecipitacion (IP) revelaron que la unién de DC-SIGN-Fc a CD66e se anula cuando

CD66e se trata con a-1, 3,4 Fucosidasa que elimina el resto de fucosa presente en Lewis X, Y (Calle 3 y 4).

Figura 63.
Figura esquematica de diferentes mutantes de Neisseria Meningitidis con diferentes restos de carbohidrato con
extremo vertical en sus estructuras de LPS.

Figura 64. DC-SIGN se une a los mutantes IgtB y rfaF de Neisseria Meningitidis. Los mutantes de Neisseria
Meningitidis diferentes se investigan por sus interacciones usando diferentes moléculas de Fc de lectina de tipo C
(DC-SIGN-Fc, DCIR-Fc, BCDA-2-Fc, MGL-Fc Dectina-1B-Fc) usando el ensayo de ELISA para Fc.

Figura 65

Las DC inmaduras se unen fuertemente al mutante IgtB de Neisseria Meningitidis a través de DC-SIGN. Solamente
el mutante fluorescente IgtB de Neisseria, que contiene un GIcNAc con extremo vertical, se une fuertemente a DC,
tal como se determina con citometria de flujo, y la unién se puede bloquear completamente con anticuerpos anti-DC-
SIGN lo que indica que DC-SIGN esta implicado en la captura de IgtB de Neisseria. La manosa-BSA y el manano
inhiben parcialmente la interaccion.

Figura 66.

DC-SIGN-Fc se une fuertemente a células CHOP8 que sobreexpresan GIcNAc, lo que indica que DC-SIGN también
se une a restos de GIcNAc en autoglicoproteinas (CHOP8) y en patdgenos tales como Neisseria (Figura 33).
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Ejemplos

Los ejemplos que no se refieren a un glicoconjugado que comprende un antigeno tumoral y un antigeno de Lewis x
no sialilado no forman parte de la invencién

Métodos

Anticuerpos y proteinas. Se usaron los siguientes anticuerpos monoclonales (Mab): anti-CD107a (Lamp-1;
MabH4A3, BD Pharmingen), anti-MR (Clon 19, BD Pharmingen), CD11b (bear-1)%, CD11c (SHCL3)%, anti-DC-SIGN
(AZN-D1, AZN-D2", CSRD'®, CD11a de bloqueo (NKI-L15), anti-ICAM-1 (Rek-1), anti-ICAM-2 (12A2), y anti-ICAM-3
(AZN-IC3/1, icr-2), CD18 de activacion (KIM185) y los anticuerpos, conjugados con PE/FITC, CD25, CD69, CD80,
CD86, HLA-DR (BD Pharmingen), y CD83 y CD56 (Beckman Coulter). CD3 y CD16 conjugados con biotina (BD
Pharmingen). CLB-T4 (aCD4) fue un detalle generoso de René van Lier. MEM-157 (aCD16) y MEM-97 (aCD20)
fueron proporcionados amablemente por Vaclav Horejsi. Los mAb CBR-IC-1/3 de ICAM-1, mAb CBR-IC-2/1 de
ICAM-2, y mAb CBR-IC-3/2 de ICAM-3 se obtuvieron a través del Laboratorio Antigénico de Diferenciacion de
Leucocitos Humanos. Se usaron varios anticuerpos monoclonales anti-glicano (MAb;: el MAb 114-5B1-A"® anti-LDN-
DF, el MAb SMLDN1.1"" anti-LDN, el MAb SMLDNF1'® anti-LDN-F y el MAb CB10?’ anti-Le*, los mAb SMLDN1.1 y
SMFG4.1 y 6H3 anti-Lex (anti-Lex). El mAb (CLB-gran/10) se us6 para teiiir e inmunoprecipitar CD16.

La neoglicoproteina HSA-Le*, que contiene aprox. 20-25 cadenas de oligosacarido por molécula de HSA, era de
Isosep AB, Tullinge, Suecia. De la neoglicoproteina BSA-LDN-DF (aprox. 12 cadenas de oligosacarido por molécula
de BSA), y BSA-LDN-F (aprox. 3-4 oligosacaridos por molécula de BSA), se sintetizaron por via enzimatica tal como
se describe en van Remoortere et. al16, y Nyame et. al17, respectivamente. La Le*-PAA-biotina, que contiene Le*
acoplado de forma polivalente a poliacrilamida biotinilada era de Syntesome, Munich, Alemania.

El manano purificado de Saccharomyces cerevisiae (50 ug/ml) y gp120 recombinante (0,50 pg/ml) se obtuvieron en
Sigma y en la Aidsresource Foundation, respectivamente. El lipoarabinomanano protegido con manosa (manLAM)
purificado de Mycobacterium tuberculosis, y el LAM (araLAM) no protegido de M. smegmatis proporcionados
amablemente por el Dr. J. Belisle, Universidad del Estado de Colorado a través de NIH, NIAID contract NO1 Al-
75320. Los antigenos solubles de huevo (SEA) fueron proporcionados amablemente por el Dr. A. K. Nyame,
Oklahoma University HSC, USA). El lipofosfoglicano purificado de Leishmania mexicana fue donado amablemente
por el Dr. M Wiese, Bernard Nocht Inst. Tropical Medicine, Hamburgo, Alemania. El lipopolisacarido purificado de
Helicobacter pylori se obtuvo en M. Monteiro, NRC, Ottawa, Canada. Una sonicacion de células bacterianas de un
aislado clinico de M. tuberculosis fue donado por A. Kolk, KIT, Royal Trop. Inst, Amsterdam. Los aislados clinicos de
Helicobacter pylori, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus se
obtuvieron en VUMC Hospital, Amsterdam. Los glicoconjugados sintéticos se obtuvieron en Syntesome, Munich,
Alemania, y estaban formados por mono- y oligosacaridos unidos de forma polivalente a un vehiculo de
poliacrilamida biotinilada, PM 40.000.

Ensayo de adhesion a DC-SIGN-Fc soluble. La DC-SIGN-Fc consiste en la porcion extracelular de DC-SIGN (restos
de aminoacidos 64-404) fusionada al extremo C-terminal de un fragmento de IgG1-Fc humano. La DC-SIGN-Fc se
produjo en células K1 de Ovario de Hamster Chino mediante cotransfeccion de Fc de DC-SIGN-Sig-plgG1 (20 pg) y
vector pEE14 (5 ug). Las concentraciones de DC-SIGN-Fc en el sobrenadante se determinaron mediante un ELISA
de Fc anti-IlgG1. El ensayo de union a DC-SIGN-Fc se realiz6 como sigue a continuacion. Los glicoconjugados y
micobacterias sonicadas se revistieron sobre placas de ELISA a 5 ug/pocillo; las células bacterianas intactas se
revistieron a 5x107/ml; el revestimiento se produjo durante 18 horas a temperatura ambiente, seguido de bloqueo
con BSA al 1 % durante 30 min, a 37 °C en TSM (Tris-HCI 20 mM a pH 7,4 que contiene NaCl 150 mM, CaCl, 2 mM
y MgCl, 2 mM). Se afadié DC-SIGN-Fc soluble (aprox. 2 ug/ml en tampoén de TSM) y la adhesion se realizé durante
120 min. a TA. La DC-SIGN-Fc sin unir se retiro por lavado y la unién se determiné mediante un ELISA de an Fc
anti-lgG1 usando un conjugado de peroxidasa de Fc anti-humano de cabra. La especificidad se determind en
presencia de cualquiera de 20 ug/ml de anticuerpos de bloqueo, 50 ug/ml de manano o EGTA 5 mM.

Células. Las DC inmaduras se cultivaron a partir de monocitos en presencia de IL-4 y GM-CSF (500 y 800 U/ml,
respectivamente; Schering-Plough; Bruselas, Bélgicaza. En el dia 7, el fenotipo de las DC cultivadas se confirmoé
mediante analisis de de citometria de flujo. Las DC expresaba niveles elevados de de la clase | y Il de MHC, aMB2
(CD11b), aXp2 (CD11c) y ICAM-1, niveles moderados de LFA-1 y CD80, y niveles bajos de CD14. Los
transfectantes de K562 que expresan DC-SIGN de tipo silvestre se generaron mediante la transfeccion de células
K562 con 10 ug de plasmido pRc/CMV-DC-SIGN mediante electroporacion tal como se ha descrito anteriormente.

Los transfectantes de K562 estables que expresan ICAM-3 se obtuvieron mediante electroporaciéon de pCDM8-
ICAM-3 y pGK-HYG. Las células K562 se cultivaron en FCS al 10 % de RPMI, mientras que las células K562-ICAM-
3 se cultivaron en RPMI y FCS al 10 %: FCS al 5 % de Iscove a 3:1 que contiene 0,5 mg/ml de higromicina para
mantener la expresion de ICAM-3.

Los linfocitos NK sin tratamiento previo se aislaron de capas leucociticas de donantes sanos. En resumen, la
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fraccion de PBMC obtenidas a través de centrifugacién de Ficoll se agoté secuencialmente para células CD14", y
células CD3", CD4", y CD20" usando separacion de MACS. Las células CD14" se agotaron mediante microperlas de
CD14 (Miltenyi Biotec) en una columna LS (Miltenyi Biotec), y las células CD3*, CD4", y CD20" se marcaron con los
mAb, T3B (aCD3), CLB-T4 (aCD4), MEM97 (aCD20), y a partir de ese momento se agotaron con microperlas de
cabra-a-raton (Miltenyi Biotec) en una columna LD (Miltenyi Biotec). Los linfocitos NK obtenidos de este modo se
sometieron a ensayo de forma rutinaria para los marcadores CD16 de linfocitos NK (expresion de un 75 % a un
90 %), CD56 (expresion de un 80 % a un 95 %), los marcadores CD3, CD4, CD14 y CD20 que no son del linaje
(todos con una expresion inferior a un 1 %), y el marcador CD69 de activacion temprana (expresion de un 15 % en
linfocitos NK no activados y expresion de un 75 % en linfocitos NK activados con IL-2 el dia 1). Las poblaciones de
linfocitos NK CD56°™ y CD56"""*™ se aislaron de linfocitos NK obtenidos con MACS mediante separacion de FACS
en la expresion de CD56 baja y elevada, respectivamente. las poblaciones de linfocitos NK CD56%™ y CD56°""®
tenian una pureza superior a un 95 % tal como se evallia mediante tincion con citometria de flujo para CD16 y
CD56.

Activacion de DC. Las DC inmaduras (2x10° células/ml) se cultivaron durante 24 horas en presencia de IL-4 (500 U/
ml, Schering-Plough, Bruselas, Bélgica), GM-CSF (800 U/m; Schering-Plough, Bruselas, Bélgica) y cualquiera de
LPS (10 ng/ml) o glicolipidos de LAM (15 ug/ml). El efecto de LAM en la activacién inducida por LPSse determiné
mediante la incubacion previa de las DC inmaduras (300.000 células) con AZN-D2 (40 pg/ml) durante 30 minutos, y
posteriormente con LPS en presencia de LAM (15 pg/ml) durante 18 horas. Los glicolipidos de LAM se obtuvieron en
J. Belisle (Universidad del Estado de Colorado y en el NIH (contract NO1 Al-75320)) y contenian < 5 ng/mg de
endotoxina. La activacion se determind mediante la expresion de la superficie celular de la clase Il de MHC (HLA-
DR) y las moléculas coestimuladoras CD80, CD83 y CD86 usando anticuerpos conjugados con PE.

Ensayo de adhesién de perlas fluorescentes. Las TransFluorSpheres modificadas con carboxilato (488/645 nm, 1,0
pm; Molecular Probes, Eugene, OR) se revistieron con gp120 del HIV-1 e ICAM-3 tal como se ha descrito™. La
estreptavidina se acopl6 coherentemente a las perlas como se ha descrito y las perlas revestidas con estreptavidina
se incubaron con glicoconjugados unidos a PAA biotinilados (50 pMol; antesome, Munich, Alemania). El ensayo de
adhesién de perlas fluorescentes se realizé tal como se ha descrito™. Las perlas fluorescentes revestidas con
ligando (20 perlas/célula) se afiadieron a las células durante 45 minutos a 37 °C, se lavaron y se analizaron
mediante citometria de flujo (FACScan, Becton Dickinson, Oxnard, CA), midiendo el porcentaje de células que
tenian perlas fluorescentes unidas. Las perlas revestidas con LAM se generaron mediante revestimiento incubando
perlas revestidas con estreptavidina con IgG de cabra anti-raton del fragmento de F(ab')2 biotinilado (6 pg/ml;
Jackson Immunoresearch) seguido de una incubacion durante una noche con anticuerpo de ratén-anti-LAM (F30.5)
a 4 °C. Las perlas se lavaron y se incubaron con 250 ng/ml de glicolipido LAM purificado (obtenido en J. Belisle,
Universidad del Estado de Colorado y el NIH (contract NO1 AI-75320)) durante una noche a 4 °C. Las perlas
revestidas con SEA se generaron mediante la incubacién de las perlas revestidas con estreptavidina con IgG de
cabra anti-raton del fragmento de F(ab’)2 biotinilado (6 pg/ml; Jackson Immunoresearch), seguido de . La incubacion
durante una noche a 4 °C con anti-LDN MADb, o anti-LDN-DF MAb. Las perlas se lavaron y se incubaron con 1 ug/mi
de SEA durante una noche a 4 °C. Basicamente, se incubaron previamente 50x10° células en tampon de adhesion
(Tris-HCI 20 mM a pH 8,0, NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, MgCl; 2 mM, BSA al 0,5 % ) con o MAb de bloqueo (20
pg/ml) o manano (50 pg/ml) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las perlas fluorescentes revestidas con
ligando (20 perlas/célula) se afiadieron a las células y la suspension se incubd durante 45 minutos a 37 °C. Las
células se lavaron y la adhesién se determind usando citometria de flujo (FACScan, Becton Dickinson, Oxnard, CA),
midiendo el porcentaje de células que tenian perlas fluorescentes unidas. Las perlas fluorescentes de gp120 del
HIV-1 se prepararon como se ha descrito anteriormente®.

Adhesion de DC-SIGN-Fc. Las células se incubaron con DC-SIGN-Fc durante 30 minutos a 37 °C en condiciones de
saturacion (concentracion: 10 pug/ml), y posteriormente con anticuerpos secundarios de cabra-a-humano conjugados
con FITC para controlar la adhesiéon de DC-SIGN-Fc. Antes de la incubacion con células, la DC-SIGN-Fc se incubd
previamente durante 10 min a TA ya sea por medio, aDC-SIGN (AZN-D1, 50 yg/ml), manano (50 ug/ml), o EGTA
(10 mM) para determinar la especificidad de la adhesion de DC-SIGN-Fc. La adhesion de DC-SIGN-Fc se determind
mediante citometria de flujo (FACS Calibur, Beckman Coulter).

Micobacterias. Las cepas H37Ra tanto de BCG de M. bovis (Pasteur) como de M. tuberculosis fueron detalles de A.
Kolk (Royal Tropical Institute, Amsterdam). EI BCG de M. bovis se cultivé in vitro usando caldo de cultivo de
Middelbrook 7H9 complementado con Tween 80 al 0,05 % y albimina-dextrosa-catalasa. Los glicolipidos ManLAM y
AraLAM se obtuvieron en J. Belisle, Universidad del Estado de Colorado y el NIH (contract NO1 Al-75320). Las DC
se infectaron con micobacterias mediante su co cultivo a una multiplicidad de infeccion apropiada (MOI) como se
indica en las leyendas de la figura.

Ensayo de unién a micobacterias fluorescentes. La captura y la internalizacion de micobacterias con células se
evaluo usando BCG de M. bovis conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Las bacterias (10%ml) se
marcaron mediante incubacién de 0,5 mg de FITC por ml en solucion salina tamponada con fosfato (pH 7,4) a
temperatura ambiente durante 1 hora. Las bacterias pulsadas con FITC se lavaron tres veces para retirar el FITC sin
unir. La captura se determina midiendo el porcentaje de células que se unian a bacterias conjugadas con FITC
usando citometria de flujo (FACScalibur, Becton Dickinson Immunocytometry, San Jose, CA). La fagocitosis se
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determiné usando una técnica de inactivacién con fluorescencia como se ha informado anteriormente?. En resumen,
la inactivacion de BCG de M. bovis conjugado con FITC unido a membrana no internalizada se consiguié mediante
tratamiento de las células con azul de tripano al 0,05 % durante 5 minutos. La union de H. pylori se evalué mediante
el marcado de las bacterias con FITC y la union a las DC se investigé del mismo modo que el ensayo de perlas.

Produccién de citoquinas. Para la deteccion de citoquinas, se cosecharon sobrenadantes de cultivo el dia 1 y se
congelaron a -80 °C hasta el analisis. Los sobrenadantes se analizaron para la presencia de IL-10 e IL-12p40 con
ELISA (Biosource International, CA).

Desfucosilacion de SEA. Los SEA se desfucosilaron mediante incubacion de los antigenos a 100 °C durante 1 hora
en TFA 0,1 M. Después de neutralizacion, el antigeno desfucosilado se revisti6 en placas de ELISA. La
desfucosilacién enzimatica se realizé incubando el SEA en fosfato sédico 50 mM a pH = 5,0 con a1,3/4-fucosidasa
(0,4 mU/ug de SEA) (Calbiochem) durante una noche a 37 °C. El grado de desfucosilaciéon de los antigenos se
evalué mediante su capacidad para unir los MAb que reconocen especificamente en los epitopos LDN-DF y Le* de
glicano fucosilados, mientras que la integridad de los otros epitopos de glicano, no fucosilados, se evalué midiendo
la reactividad con anti-LDN MAb.

SDS-PAGE, Transferencia de Western y tincién con plata. Los SEA se separaron con SDS-PAG en condiciones
reductoras en un gel de poliacrilamida al 12,5 %, usando el sistema Mini-Protean Il (BioRad), y las proteinas se
visualizaron mediante tincién con plata. Para la transferencia de Western, se transfectaron proteinas en una
membrana de nitrocelulosa (Schleicher y Schuell). La membrana se bloque6 en una solucién de BSA al 5 % en TSM
durante 2 h seguido de incubacién en 2 ug/ml de DC-SIGN-Fc en tampdn TSM que contiene BSA al 1 % durante 1 h.
Después de lavado, la membrana se incubd posteriormente durante 1 h en IgG1 de cabra anti-humana conjugada
con peroxidasa y se visualizaron bandas reactivas por deteccion con sustrato de CN/DAB (Pierce).

Citotoxicidad. El ensayo de liberacion de *ICr de 4 horas convencional se us6 para evaluar la citotoxicidad mediada
por linfocitos NK. En resumen, se marcaron 1*10° células diana con 100 uCi de 51Cr durante 1 hora a 37 °C, se
lavaron extensamente para retirar el °'Cr libre, se volvieron a suspender a 2500 células/pocillo (iDC y mDC) o 1000
células/pocillo (K562 y K562-DC-SIGN), y se incubaron con linfocitos NK durante 4 horas a 37 °C a las proporciones
indicadas y en las condiciones indicadas. Después de 4 horas, se afiadi6 liquido de centelleo (PerkinElmer) a los
sobrenadantes, y la liberacion de *'Cr se determiné en un contador micro-b (PerkinElmer).

Maduracion de DC mediada por linfocitos NK. Los linfocitos NK en reposo y activados se obtuvieron mediante
incubacion durante una noche en medio y IL-2 (1000 U/ml), respectivamente. A partir de ese momento, los linfocitos
NK en reposo y activados se incubaron durante una noche con DC inmaduras en una placa con fondo en U de 96
pocillos (Costar) en RPMI FCS al 10%. Los linfocitos NK se incubaron previamente durante 10 min. a TA con medio
o mAb de aLFA-1 de bloqueo (NKI-L15, 50 pg/ml), mientras que las DC se incubaron previamente con medio o mAb
de aDC-SIGN de bloqueo (AZN-D2, 50 ug/ml). Como un control positivo, las DC se incubaron durante una noche en
presencia de LPS (2 pyg/ml). La maduracioén de las DC se evalué mediante citometria de flujo (FACS Scan, Beckman
Coulter) para los marcadores de maduracion CD80, CD83, CD86, y HLA-DR con mAb conjugados con PE o
conjugados con FITC.

Activacién de linfocitos NK inducida por DC. Los linfocitos NK en reposo se incubaron durante 2 dias con DC
inmaduras o maduras (obtenidas por maduracién en LPS) en una placa de fondo en U de 96 pocillos (Costar) en
RPMI FCS al 10 %. La activacion de linfocitos NK lucida por DC dependiente de LFA-1 se determind con una
incubacion previa de linfocitos NK durante 10 min. con mAb de aLFA-1 (NKI-L15, 50 pg/ml), mientras que la
dependencia de DC-SIGN se evalué con una incubacién previa de DC durante 10 min. con mAb anti-DC-SIGN
(AZN-D1 y AZN-D2, 50 pg/ml). Como un control positivo, los linfocitos NK se incubaron durante 2 dias con IL-2
(1000 U/ml). La activacion de los linfocitos NK se evalu6 mediante citometria de flujo (FACS Calibur, Beckman
Coulter) para el marcador CD69 de activacion temprana con los mAb conjugados con FITC.

Inmunoprecipitacion. La superficie de los linfocitos NK se tratdé con yodo con 1 mCi de 25 o se biotinilo y
posteriormente se lisé en tampodn de lisis (Triton-X -100 al 1 %, TEA 10 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, MgCl; 1
mM, PMSF 1 mM, 20 ug/ml de inhibidor de tripsina, 20 ug/ml de leupeptina, y 20 ug/ml de aprotinina). Los ligandos
de DC-SIGN, ICAM-2, ICAM-3, y LFA-1 se inmunoprecipitaron a partir de lisado de linfocitos NK aclarado
previamente con prot A con perlas de prot A unidas covalente mentira DC-SIGN-Fc, alCAM-2 (12A2), alCAM-3
(AZN-IC-3/1), y aLFA-1 (NKI-L15). Los inmunoprecipitados se redujeron en tampén de muestra (que contiene SDS al
4 % y b-mercaptoetanol al 5 %), se calentaron durante 5 min a 95 °C, y se desarrollaron en un gel de poliacrilamida
con gradiente de un 5-15 % (SDS-PAGE). Como alternativa, algunos anticuerpos especificos frente a CD66acd o
ICAM-3 o LFA-1 se revistieron en una placa de ELISA, posteriormente se afiadieron lisados y se incubaron durante 1
h a 4 °C para replegar las proteinas especificas. La DC-SIGNFc se incubé para actividad de union a las proteinas
especificas y se hizo tinciéon con Fc PO de cabra anti humano y se desarroll6.

Equipo experimental

Las células dendriticas (DC) son fundamentales en la manipulacion de patégenos para procesamiento y
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presentacion a linfocitos T, provocando de este modo una respuesta inmune apropiada. Las lectinas de tipo C se
expresaron mediante la funcion de DC como receptores de reconocimiento de patdgenos; sin embargo su
especificidad para estructuras de carbohidrato en patégenos no se entiende totalmente. Los inventores aqui
analizaron la especificidad de carbohidrato de DC-SIGN/CD209, el receptor del HIV-1 en DC documentado
recientemente. Los estudios de los inventores muestran que DC-SIGN se une con afinidad elevada a
glicoconjugados que contienen tanto manosa como fucosa sintéticas. Estas estructuras de carbohidrato se expresan
abundantemente por patégenos como se demuestra mediante la afinidad de DC-SIGN hacia glicanos de superficie
naturales de los patégenos humanos Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori, Leishmania mexicana y
Schistosoma mansoni. De forma sorprendente, estos patdgenos dirigen a DC-SIGN para que infecte las DC y
ademas también para modular las respuestas inmunes mediadas por DC.

Este andlisis amplia el conocimiento de los inventores sobre la especificidad de DC-SIGN con respecto a
carbohidratos y patégenos, e identifica que esta lectina es fundamental en interacciones de patégeno-DC.

Ejemplo 1: Nueva especificidad de Carbohidrato para DC-SIGN

Para estudios in vitro, los inventores generaron una proteina quimérica de DC-SIGN con una etiqueta de Fc de IgG1,
que los inventores usaron para identificar sistematicamente en un formato de ELISA para reactividad con un panel
de glicoconjugados sintéticos que contienen restos de manosa o fucosa y sus derivados en forma multimérica.

Como se ha informado anteriormente, la, DC-SIGN-Fc se une no solamente a manano derivado de levadura
purificado y el gp120del HIV-1 que contiene alta manosa, sino también a glicoconjugados que contienen manosa
menos complejos, es decir, manosa y a1->3, a1->6manotriosa (Tabla l, Flgura 1). De forma sorprendente, la DC-
SIGN se une a antigenos del grupo sanguineo de Lewis (Le", Le’, Le?, Le® ), gllcano que comprende al menos una
fucosa terminal unida en la posicién a1,3 0 a1,4 a N- acetllglucosamlna (Le Le' Le?, Le", LDNF) o en la posiciéon a-
1,2 a Galactosa (Le’, Le®) (Tabla I, Figura 1). La sialilacion de Le* (que proporciona S|aI|I Le”, un ligando de L-, E-y
P-selectina) elimina completamente el reconocimiento por DC-SIGN, lo que indica que DC-SIGN tienen una
especificidad de carbohidrato que es distinta de la de las selectinas que median los leucocitos rodantes. La
sulfatacién redujo la afinidad de unién de DC-SIGN hacia Le*, asi como hacia Le® (Figura 1c). Para comparar con
mas detalle la afinidad de la union de DC-SIGN a Le* y a a1>3, a1>6-manotriosa, se realizaron estudios de
valoracion con los diferentes glicoconjugados de union a DC-SIGN (Figura 1c). De forma sorprendente, la DC-SIGN
se une con afinidad mucho mas elevada al carbohidrato Le* que contiene fucosa que al que contiene manotriosa. La
actividad de unién de DC-SIGN-Fc a estas estructuras de glicano era especifica, ya que algunos anticuerpos anti-
DC-SIGN bloqueaban la interaccion (Figura 1c).

Para determinar si DC-SIGN-Fc presenta un perfil de reconocimiento de carbohidrato similar como DC-SIGN
expresada en la superficie celular, se estudiaron tanto transfectantes de DC-SIGN como DC derivadas de monocitos
para actividad de unién a carbohidrato usando un ensayo de union a perlas fluorescentes con diferentes
glicoconjugados (a1->3, a1->6manotriosa, Le* y sulfo-Le®) (Figura 2). De hecho, DC-SIGN expresada por los
transfectantes de K562 se unia de forma similar a los glicoconjugados tal como DC-SIGN-Fc y la unién se inhibia
completamente por los anticuerpos anti-DC-SIGN (Figura 2). Incluso aunque DC expresan otras muchas lectinas de
tipo C en su superficie celular, los datos de los inventores demuestra que los glicoconjugados que contienen Le* y
a1->3, a1->6manotriosa se unen preferentemente con DC-SIGN. La interaccion es especifica ya que los anticuerpos
anti-DC-SIGN casi inhibian completamente la actividad de unién. Esto ilustra que DC-SIGN es el receptor principal
en las DC para estas estructuras de carbohidrato. La unién de sulfo-Le® a DC solamente se podria haber bloqueado
parcialmente con anticuerpos anti-DC-SIGN lo que indica que otras lectinas de tipo C en DC compiten con DC-SIGN
por la unién de sulfo-Le®. los datos de los inventores muestran que la DC-SIGN reconoce una gama mayor de
estructuras de glicano, que incluye antigenos del grupo sanguineo de Lewis, de lo que se habia observado hasta
ahora. Por lo tanto, DC-SIGN puede ser un receptor importante para el reconocimiento de nuevas dianas
bioldgicamente relevantes expresadas por el hospedador, o como alternativa, por patégenos humanos.

Ejemplo 2. La nueva especificidad de carbohidrato (Le* y alta manosa) identifican nuevos patégenos
(Helicobacter pylori, Schistosoma mansoni, Mycobacterium tuberculosis, Leishmania mexicana) que
interactian con DC-SIGN

Posteriormente, los inventores investigaron la uniéon de DC-SIGN a patégenos humanos que expresan glicanos que
contienen manosa o fucosa. Tanto la bacteria Helicobacter pylori gram-negativa, que induce Ulceras peptlcas y
carcinoma gastrlco , como el parasito gusano (el agente causal de la esquistosomiasis) expresan Le* <. En H.
pylori, Le* esta presente en lipopolisacarido localizado en la superficie, mlentras que en S. mansoni, Le* se expresa
en todas las etapas del paraS|to incluyendo antigeno de huevo soluble (SEA)?". La union de DC-SIGN-Fc a lisado
de H. pylori positivo para Le* y para extraer de S. mansoni era fuerte y se inhibia completamente con anticuerpos
anti-DC-SIGN (Figura 3); Cuando se analizan dos formas diferentes de LPS de Klebsiella, una contiene proteccion
de manosa y la otra no la contiene (Len1 y Len111 respectivamente) (Figura 3B). DC-SIGN expresada por DC
también se unia al LPS purificado de H. pylori (Figura 4). La unién de DC a tanto a células de H. pylori como a LPS
purificado se podria bloquear completamente con Mab anti-DC-SIGN (Figura 4). También los glicanos presentes en
Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de la tuberculosis, se unen con DC-SIGN (Figura 3). El glicano de
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superficie protegida con manosa, lipoarabinomanano de Mycobacterium tuberculosis, contiene probablemente el
sitio de reconocimiento para DC-SIGN. Esto se apoya adicionalmente por el hecho de que DC-SIGN también se unia
al lipofosfoglicano con superficie protegida con manosa (LPG) expresado por un parasito unlcelular que causa
leishmaniasis (Flgura 3). La unién de DC-SIGN a Leishmania se informé muy recientemente® pero los inventores
demuestran aqui que LPG es la estructura en Leishmania que se reconoce con DC-SIGN (Figura 3). No se observo
union de DC-SIGN a tres patdgenos humanos bacterianos Gram-negativos clinicamente relevantes (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa) ni a Staphylococcus aureus Gram-positivo. Sin embargo, otros
aislados clinicos de Klebsiella que contienen un LPS protegido con manosa se unen a DC-SIGN. Estos hallazgos
indican que la unién de DC-SIGN a patégenos es selectiva, y que la especificidad de carbohidrato de DC-SIGN
gobierna un recon00|m|ento del patdbgeno mas amplio que solamente algunos virus tales como el virus del HIV-1y
del Ebola™

Ejemplo 3 DC-SIGN interactia con M. tuberculosis a través de glicolipidos de ManLAM

Se revistieron micobacterias completas tales como la cepa H37Ra de M. tuberculosis y el bacilo de Calmette-Guérin
(BCG) de M. bovis y se analizo la interaccion de DC-SIGN con estos patégenos usando el ensayo de unién a DC-
SIGN-Fc. El BCG de M. bovis es una cepa de tuberculosis que casi no es patogénica aunque mantiene las
propiedades inmunolégicas de la tuberculosis. DC-SIGN-Fc interactué de forma especifica tanto con de H37Ra M.
tuberculosis como con BCG de M. bovis, ya que la interaccion se inhibié con anticuerpos especificos para DC-SIGN
de bloqueo (Figura 6a). M. smegmatis, una cepa avirulenta que no contiene una protecciéon Manosa, no se unia a
DC-SIGN (los datos no se muestran). Ademas, una quimera de Fc irrelevante, ICAM-3-Fc, no interactuaba con las
micobacterias (Figura 6a). La interaccion esta mediada por el dominio de lectina de tipo C de DC-SIGN, ya que la
unién tanto a M. tuberculosis como a BCG de M. bows la inhibia EGTA, manano y el anticuerpo especifico de DC-
SIGN, AZN-D1, que reconoce el dominio de lectina®® (Figura 6a).

A continuacion, los inventores investigaron la unién de DC-SIGN a lipoarabinomanano micobacteriano purificado
(LAM), ya que DC-SIGN tiene una afinidad elevada hacia carbohidratos que contlenen manosa y LAM es el
componente principal que contiene manosa de la pared celular micobacteriana®'. LAM comprende un nucleo de
polisacarido rico en manosa, que contiene cadenas laterales de altamente ramlflcadas de arabinofuranosilo, y un
ancla de GPI (Figura 6b). EI LAM aislado de M. tuberculosis contiene restos de manosa que consisten
exclusivamente en mono-, di- y trimeros de a-D-manosas unidos directamente a los extremos de arabinofuranosilo y
se denomina ManLAM, mlentras que el LAM aislado del M. smegmatis de crecimiento rapido no esta protegido con
manosa y se denomina AraLAM®' (Figura 6b). De forma sorprendente, el ManLAM purificado se unia de forma eficaz
mediante DC-SIGN, al contrario que AraLAM (Figura 6c¢), lo que demuestra que la DC-SIGN interactian de forma
especifica con los mono-, di- y trimeros de a-D-manosas de ManLAM. Incluso a concentraciones elevadas, la DC-
SIGN no se unia a AraLAM, lo que demuestra una especificidad privada hacia ManLAM y su proteccion de manosa
(Figura 6d). La interaccion de DC-SIGN a ManLAM es especifica, ya que la union se inhibia mediante anticuerpos
frente a DC-SIGN, mientras que una quimera de Fc irrelevante no interactuaba con ManLAM (Figura 6c). DC-SIGN
interactia del mismo modo tanto con ManLAM como con el BCG de M. bovis completo lo que indica que DC-SIGN
se une a micobacterias a través de ManLAM (Figura 6a y c).

Ejemplo 4 Tanto micobacterias como ManLAM interactuan con el sitio de union primario de DC-SIGN

Los inventores usaron los transfectantes de K562 que expresan DC-SIGN de forma estable para investigar la union
de DC-SIGN expresado en la superficie celular tanto a BCG de M. bovis , el componente micobacteriano, ManLAM.
Estas células no expresan los receptores micobacterianos informados anteriormente, Receptor de Manosa (MR),
CD11b y CD11c (Figura 7a). Los transfectantes de K562 expresan niveles elevados de DC-SIGN (Figura 7a) y se
unen fuertemente tanto a BCG de M. bovis como a ManLAM, al contrario que las células K562 transfectadas
simuladas (Figura 7b). La interaccion se bloquea con anticuerpos especificos de DC-SIGN (Figura 7b). La
interaccion de DC-SIGN tanto con BCG de M. bovis como con ManLAM es similar a la de los otros ligandos de DC-
SIGN, ICAM-3 y HIV-1 (Figura 7b). Por lo tanto, la DC-SIGN celular se une especificamente tanto a BCG de M. bovis
como a ManLAM, tal como se observé con DC-SIGN-Fc recombinante (Figura 6c).

El dominio de lectina de tlpo C de DC-SIGN contiene dos iones caIC|o y los restos de aminoacidos que estan en
contacto directo con Ca®* en el sitio 2 GIu347 Asn*®, Glu**y Asn ) forman el nucleo del sitio de union al ligando?.
El cambio en DC-SIGN ya sea en Glu*’ en GIn (E347Q), o Asn**° y Asn®®® en Asp, dio como resultado una pérdida
completa de la unién a micobacterias completas y ManLAM (Figura 7b y los datos no se muestran), taI del mismo
modo al que se mostré anteriormente tanto para ICAM-3 como para gp120 del HIV-1 (Figura 7b). EI Ca® en el S|t|o
1, el denominado sitio auxiliar, coordina la colocacion correcta deI sitio de unién primario, y la pérdida de este ca®
mediante la mutacion de Asp 320 , Glu®* (E324A), Asn** o Asp ® en restos de Ala dio como resultado una pérdida
completa tanto de la unién a BCG de M. bovis como a ManLAM (Figura 7b y los resultados no se muestran).

Recientemente, los inventores demostraron que el sitio de union de DC-SIGN para su ligando celular, ICAM-3, es
distinto del de gp120 del HIV-1, ya que una mutacién especifica en DC-SIGN (V351G) anulaba la unién a ICAM-3,
pero no a gp120 del HIV-1 (Figura 7c). De forma sorprendente, el mutante V351G de DC-SIGN también interactia
con BCG de M. bovis asi como con ManLAM (Figura 7c), lo que demuestra que tanto el HIV-1 como algunas
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micobacterias se unen del mismo modo a DC-SIGN en un sitio distinto al del ligando celular, ICAM-3. La union
similar tanto de BCG de M. bovis como de ManLAM a mutantes de DC-SIGN apoya adicionalmente de los hallazgos
de los inventores de que DC-SIGN interactia de forma especifica con ManLAM en micobacterias completas. La
union de perlas fluorescentes revestidas con distintas neoglicoproteinas de ManLAM que consisten en Arabinosa,
Arabinosa-a1,5 manosa, Arabinosa-a-1,5Man-a-1,2 Man, Ara-a-1,5Man-a-1,2Man-a-1,2Man o Ara6 demuestran que
DC-SIGN se reconoce en particular en ManLam, una di-manosa (componente de Man a1,2) o una manosatriosa
(componente de Man a1,2) (Figura 7D).

Ejemplo 5 DC-SIGN es un receptor principal para micobacterias en DC

Las DC inmaduras expresan, ademas de niveles elevados de DC-SIGN, niveles elevados de los receptores de MR,
CD11b y CD11c (Figura 8a), que sen informado anteriormente para mediar la unidon de micobacterias mediante
macrofagos. Los inventores usaron anticuerpos de bloqueo frente a estos receptores para evaluar sus
contribuciones a la unién a ManLAM con DC. Las DC inmaduras se unen fuertemente a ManLAM, pero no la
AraLAM, y la interaccion se inhibié con el anticuerpo especifico para DC-SIGN, pero de forma sorprendente no con
cualquiera de los anticuerpos frente a MR, CD11b o CD11c (Figura 8b). Tanto EGTA como el inhibidor especifico de
lectina de tipo C, manano, bloquean la union a ManLAM con DC hasta un punto similar al de los anticuerpos
especificos para DC-SIGN, lo que demuestra que DC-SIGN es la lectina de tipo C de unién a ManLAM primaria en
DC inmaduras que se une a ManLAM (Figura 8b).

La contribucién principal de DC-SIGN a la interaccién de las DC inmaduras con ManLAM motivé a los inventores
para que investigaran si DC-SIGN podria ser importante en la interaccién de las DC inmaduras con respecto a
micobacterias completas. Las DC inmaduras interacciona van fuertemente con BCG de M. bovis (Figura 8c). De
forma sorprendente, DC-SIGN es un receptor principal para BCG de M. bovis, ya que los anticuerpos frente a DC-
SIGN inhibian fuertemente la infeccion de las DC inmaduras con BCG de M. bovis (Figura 8c). Los anticuerpos
frente al MR, CD11b y CD11c no inhibian la infeccion, mientras que el inhibidor de lectina de tipo C, manano,
bloqueaba la infeccidon hasta un nivel similar al de los anticuerpos DC-SIGN (Figura 8c). Ademas, la manosa -BSA
de ligando de MR no inhibia la interaccion de DC con BCG de M. bovis (Figura 8c) lo que demuestra que los
dominios de lectina de tipo C de MR no estan implicados en la infeccién con BCG de M. bovis de DC. Tanto el
anticuerpo anti-MR como la manosa -BSA son inhibidores de la funcion de MR ya que bloquean la unién de otro
dextrano ligando de MR a DC (los resultados no se muestran). Estos resultados demuestran que DC-SIGN es la
lectina de tipo C primaria en DC que funciona como un receptor para BCG de M. bovis. Otros receptores que no son
lectina pueden participar en la interaccion ya que la infeccion no estaba inhibida completamente con anticuerpos
frente a DC-SIGN (Figura 8c).

Ejemplo 6 DC-SIGN facilita la captura y la internalizacion de BCG de M. bovis por DC inmaduras a través de
la unién del componente de la pared celular micobacteriana, ManLAM.

A continuacion, los inventores investigaron si DC-SIGN media la internalizacion de BCG de M. bovis usando azul de
tripano para inactivar las micobacterias de superficie conjugadas con FITC. Las células K562 transfectadas
simuladas no fagocitarian a BCG de M. bovis, mientras que un 50 % del transfectante de K562, que expresa DC-
SIGN, habia internalizado a BCG de M. bovis a los 45 minutos (Figura 8d). Tanto el manano como los anticuerpos
frente a DC-SIGN bloqueaban la internalizacién de BCG de M. bovis (Figura 8d).

Las DC inmaduras son células altamente fagocitantes y ciertamente a los 45 minutos, mas de un 90 % de las células
dendriticas que se unian a BCG de M. bovis, habia internalizado las micobacterias (Figura 8e). del mismo modo en
que se observaba para la union de BCG de M. bovis con DC (Figura 8c), la fagocitosis de BCG de M. bovis se
bloguea parcialmente con anticuerpos frente a DC-SIGN mientras que tanto los anticuerpos anti-MR como la
manosa-BSA, ligando de MR no inhibian la fagocitosis observada (Figura 8e). Estos resultados demuestran que DC-
SIGN facilita la captura de la internalizacion de BCG de M. bovis por DC inmaduras a través de la unién del
componente de la pared celular micobacteriana, ManLAM.

Ejemplo 7. Micobacterias y ManLAM se internalizan con DC-SIGN y se dirigen a lisosomas

Recientemente, los inventores han demostrado que DC-SIGN puede funcionar como un receptor de antigeno que
internaliza antigenos y los dirige a compartimentos lisosémicos a la presentacion en la Clase 11'° de MHC. Por lo
tanto, el destino del BCG de M. bovis capturado por DC inmaduras fue seguido de analisis de inmunofluorescencia.
Las DC inmaduras se incubaron con BCG de M. bovis conjugado con FITC durante 2 horas y tanto DC-SIGN como
Lamp-1 se tifieron (Figura 9a). La colocalizacién observada de DC-SIGN con BCG de M. bovis conjugado con FITC
apoya adicionalmente un papel para DC-SIGN en la captura e internalizaciéon de micobacterias (Figura 9a). Las
micobacterias fagocitadas se dirigen a los lisosomas ya que las micobacterias internalizadas conjugadas con FITC
se colocalizan con tinciéon de Lamp-1 (Figura 9a). De forma analoga, ManLAM también se capturd y se internalizé
con DC-SIGN en DC inmaduras ya que la tincion de ManLAM se colocalizaba con DC-SIGN (Figura 9a) mientras
que AraLAM no se internalizada con DC (los resultados nos hemos). El ManLAM internalizado colocalizado con el
marcador lisosémico LAMP-1/CD107a en DC inmaduras (Figura 9a) indicaba que el ManLAM internalizado se dirige
a lisosomas. Por lo tanto, tanto las micobacterias completas como el componente de la pared celular, ManLAM, se
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internalizan de modo similar por las DC inmaduras a través de DC-SIGN, lo que apoya los resultados de que DC-
SIGN interactiia con ManLAM en micobacterias.

Recientemente, los inventores han demostrado que la unién de ligandos solubles o anticuerpos a DC-SIGN
desencadena la internalizacién del complejo de DC-SIGN-quando a los endosomas/lisosomas tardios, y da como
resultado la regulacion negativa de DC-SIGN de la superficie™. Por lo tanto, los inventores investigaron si DC-SIGN
se internaliza después de la unién a ManLAM midiendo la expresion de DC-SIGN de la superficie celular después de
la unién a ManLAM usando un anticuerpo especifico frente a DC-SIGN. De hecho, la unién de ManLAM, pero no de
AraLAM, a DC-SIGN da como resultado la regulacion negativa de DC-SIGN (Figura 9b), lo que demuestra que DC-
SIGN en DC se unia ManLAM y media la internalizaciéon de ManLAM a lisosomas CD107a*. Ademas, otros
receptores de micobacterias tales como MR, CD11b y CD11c no estaban regulados de forma negativa (Figura 9b).
Por lo tanto, la unién de ManLAM a DC-SIGN desencadena la internalizacién del complejo de DC-SIGN/ManLAM, y
podria permitir el procesamiento del antigeno de ManLAM con las DC.

Ejemplo 8. ManLAM cambia la produccion de citoquinas con DC a través de DC-SIGN

ManLAM esta presente no solamente como un componente de la pared celular micobacteriana sino que también se
secreta de fagosomas después de ingestion de macrofagos de M. tuberculosis®’. Potencialmente, algunas
micobacterias dentro de macréfagos infectados pueden influir en células inmunes transeuntes y modular la
respuesta inmune a través de la secrecion de ManLAM. La citoquina IL-10 es un factor inmunosupresor potente
inducido en macréfagos por algunas bacterias intracelulares para reducir las respuestas inmunes del hospedador y
estimular su supervivencia®. los inventores investigaron la influencia de la unién de ManLAM a DC-SIGN en la
produccion de I1L-10 con DC. ManLAM solo no inducia la produccion de IL-10 con DC inmaduras (Figura 10a). De
forma sorprendente, ManLAM, pero no AraLAM, inducia fuertemente la produccién de IL-10 con DC, cuando
recibian de forma simultanea una sefial de activacion, tal como LPS (Figura 10a). Esta induccién de IL-10 se inhibia
completamente con anticuerpos especificos para DC-SIGNa nivel de las DC activadas con LPS solamente (Figura
10a). Los hallazgos de que solamente ManLAM podria inducir la produccion de IL-10, que se podria bloquear con
anticuerpos especificos para DC-SIGN indica que la induccién de IL-10 es especifica para la interaccion de
ManLAM/DC-SIGN. Algunos anticuerpos frente a DC-SIGN solamente no inducian la produccion de IL-10 con DC
activadas con LPS (Figura 10a), lo que demuestra que el ligamiento de DC-SIGN solo no es suficiente para la
induccion de IL-10. Por lo tanto, la unién de ManLAM a DC-SIGN desencadena sefales intracelulares que inducen la
produccion de IL-10 con DC, lo que indica que las micobacterias se dirigen a DC-SIGN para suprimir la respuesta
inmune y estimula su supervivencia en el hospedador. Las DC tanto inmaduras como activadas con LPS, solas o
junto con ManLAM, producian cantidades muy bajas de IL-12p70 (<5 pg/ml). La infeccién de DC inmaduras con
BCG de M. bovis inducia una fuerte produccion de IL-10 que no se inhibia con anticuerpos frente a DC-SIGN (Figura
10b). No se observaron diferencias en presencia de ManLAM (Figura 10b). Estos resultados sugieren que algunas
micobacterias inducen la produccion de IL-10 por infeccidn directa asi como por secrecion de ManLAM.

Ejemplo 9. ManLAM inhibe la activacion de mediada DC por TLR4 a través de DC-SIGN

Las DC inmaduras son altamente eficaces en la captura y procesamiento de antigenos, mientras que las DC
maduras estan especializadas en la activacion de linfocitos T sin tratamiento previo necesaria para las respuestas
inmunes celulares. Las DC inmaduras maduran como respuesta sefiales de 'peligro' especificas tales como
componentes bacterianos (LPS) o citoquinas inflamatorias (TNFa, PGE2). Los inventores investigaron el efecto de
ManLAM en la maduracion de DC. Ni ManLAM ni AraLAM indujeron la maduracién de DC, ya que tanto ManLAM
como AraLAM, al contrario que LPS que estimula la TLR4, no regulaban de forma positiva la expresiéon de los
marcadores de activacion CD80, CD83, CD86 o HLA-DR (Figura 11a).

Las infecciones micobacterianas agudas representan sitios de inflamacién que atraen e inducen la maduracion de
DC a través de la presencia de componentes de maduracion. Por lo tanto, los inventores investigaron el efecto de
ManLAM y AraLAM junto con el LPS bacteriano estimulador. La interaccion del receptor 4 de tipo Toll (TLR4) con
LPS genera sefalizacion intracelular, mas en particular a través del factor de transcripcion NFkB, que da como
resultado la activacién/maduraciéon de DC. De hecho, las DC maduran de forma eficaz en presencia de LPS solo
(Figura 11b). De forma sorprendente, esta activacion inducida por LPS se inhibe en presencia de ManLAM, dado
que los niveles de expresion de los marcadores de activacion, CD80, CD83 y CD86, eran considerablemente
menores que los de las DC activadas con LPS (Figura 11b). La inhibicién observada de la activaciéon/maduracion de
DC es especifica para ManLAM, dado que AraLAM no inhibia la activacién de DC (Figura 11b). Esto se apoya
adicionalmente mediante la capacidad de algunos anticuerpos frente a DC-SIGN, que inhiben la unién a ManLAM,
para restablecer completamente la maduracién inducida por LPS en presencia de ManLAM (Figura 11b). Estos
resultados indican que la unién de ManLAM a DC-SIGN genera sefales intracelulares que interfieren con la
activacion de DC mediada por TLR4. Ademas tomas de procesos especifico para la interaccion de ManLAM-DC-
SIGN vy el ligamiento de DC-SIGN solo no es suficiente dado que algunos anticuerpos frente a DC-SIGN no
bloquean la activacion/maduracién de las DC inducida por LPS (Figura 11b).

Ejemplo 10. La maduracion de las DC lucida por BCG de M. bovis se inhibe con ManLAM.
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Tanto M. tuberculosis como BCG de M. bovis son capaces de inducir maduraciéon de DC a través de sus
componentes de la pared celular a través de sefializacion mediada por TLR2 y TLR4%3® De hecho, la infeccion de
DC inmaduras con BCG de M. bovis da como resultado la maduracion de DC, tal como se demuestra mediante el
aumento de la expresion de la clase Il de MHC y las moléculas coestimuladoras CD80, CD83 y CD86 después de
infeccion con BCG de M. bovis (Figura 12a). varios que la continuacion, los inventores investigaron si la union de
ManLAM a DC-SIGN evitaba a la maduracion de las DC inducida por BCG de M. bovis, dado que algunas DC
inmaduras atraidas a sitios de infeccion micobacteriana se encontrarian tanto con ManLAM secretado como con
micobacterias intactas. De forma sorprendente, la maduracion de las DC inducida por BCG de M. bovis se inhibe
fuertemente con ManLAM (Figura 12b). La expresion de la clase Il de MHC, CD80, CD83 y CD86 en las DC
infectadas con BCG de M. bovis en presencia de ManLAM era considerablemente menor que en las DC infectadas
con BCG de M. bovis (Figura 12b). Ademas, la maduracion se restablecia en gran medida cuando las DC se incuban
previamente con el anticuerpo de bloqueo especifico para DC-SIGN (Figura 12b), lo que demuestra que la
interaccion de ManLAM con DC-SIGN evita la maduracion de las DC con BCG de M. bovis. Ademas, AraLAM no
bloqueaba la maduracion de las DC con BCG de M. bovis (Figura 11c), ya que las moléculas coestimuladoras,
CD80, CD83 y CD86, se expresan a niveles similares tanto en las DC infectadas como en las DC infectadas,
tratadas con AraLAM. Esto indica que la interaccién de DC-SIGN-ManLAM bloquea la maduraciéon de las DC
inducida por LPS asi como por BCG de M. bovis.

Ejemplo 11. Dos antigenos de huevo soluble de S. mansoni (SEA) se unen a células dendriticas (DC)
inmaduras humanas a través de interaccion con DC-SIGN.

Dado que las DC son fundamentales en la direccién de las respuestas de Th1-Th2, los inventores buscaron un
receptor de la superficie celular expresado en DC que interactia con SEA de S. mansoni. Para detectar la unién de
SEA a DC inmaduras humanas, se desarrolld un ensayo de adhesién de perlas fluorescentes. Las perlas
fluorescentes se revistieron previamente con anticuerpos monoclonales (MAb) para antigenos de glicano de SEA
que a continuacion se usaron para capturar SEA. Se permitié que las perlas conjugadas interactuaran con las DC.
SEA es una mezcla de glicoproteinas, que contiene muchos antigenos glicano de inmunogénicos (3, 36). Los
antigenos de glicano principales presentes en SEA, y el reconocimiento de estos antigenos por los MAb anti-glicano,
se representan en la Figura 13. Para capturar SEA en las perlas fluorescentes, los inventores usaron los MAb frente
a GalNAcf1,4GIcNAc (LDN) y GalNAcR1,4(Fuca1,2Fuca1,3)GIcNAc (LDN-DF) (Figura 13), ambos epitopos que se
producen en muchos glicoconjugados dentro de SEA y que estan ausentes en las DC. Una fuerte union de SEA a
las DC se observé con perlas fluorescentes revestidas con SEA que se acoplaban a través de MAb anti-LDN asi
como a través de MAb anti-LDN-DF (Figura 14b). La union de SEA a las DC era comparable en resistencia a la
union de gp120 del HIV-1 a las DC. Dado que la DC-SIGN de las lectinas de tipo C y el MR, que se expresan por DC
inmaduras (Figura 14a), son receptores potenciales para el reconocimiento de antigenos de glicano, los inventores
investigaron si algunos anticuerpos dirigidos frente al CRD de lectina de tipo C de estas moléculas, o hapteno de
manano podrian inhibir la uniéon de SEA a las DC. La unién de SEA a las DC se bloqueaba fuertemente tanto por el
MAb anti-DC-SIGN, AZN-D1, que se une al CRD de DC-SIGN como por manano, pero no por el clon 19 del MAb
anti-MR (Figura 14b). Estos datos indican que DC-SIGN no es solamente un receptor de patdogeno en DC para el
HIV-1, sino también para SEA de Esquistosoma.

Ejemplo 12. Una subfraccion de SEA contiene ligandos de alta afinidad para DC-SIGN.

Para analizar adicionalmente las propiedades de unién de DC-SIGN a SEA de S. mansoni, los inventores
investigaban la unién del DC-SIGN-Fc quimérico soluble a SEA. En un ensayo basado en ELISA, la DC-SIGN-Fc
presentaba una unién eficaz a paredes revestidas con SEA (Figura 15a). La unién de DC-SIGN-Fc a SEA esta
mediada por el CRD de DC-SIGN, dado que la interaccion estaba completamente inhibida por el anticuerpo AZN-D1
anti-DC-SIGN, o EGTA que elimina iones ca® que son esenciales para la unién a carbohidratos. Es probable que
union de DC-SIGN-Fc a SEA tenga una afinidad elevada, dado que se observd unién a concentraciones de
revestimiento de SEA muy bajas (Figura 16). Dado que SEA contiene muchas glicoproteinas diferentes, los
inventores investigaron si un subconjunto de glicoproteinas dentro de SEA interactia con DC-SIGN. Las
glicoproteinas de SEA se separaron mediante SDS-PAGE y se analizaron mediante transferencia de Western con
DC-SIGN-Fc y anticuerpos anti-glicano reactivos con Le* y LDN-DF, respectivamente. Entre las proteinas presentes
en SEA, una proteina principal de aproximadamente 70-80 kD, y dos proteinas con peso molecular elevado
secundarias mostraban interaccion con DC-SIGN-Fc soluble (Figura 17). De forma notable, algunas glicoproteinas
de peso molecular aparente similar a las que reaccionan con DC-SIGN-Fc se unian a los MAb especificos para
glicanos de Le* y LDN-DF.

Ejemplo 13. DC-SIGN se une a glicanos a3-fucosilados.

Muchas glicoproteinas de SEA estan muy fucosiladas (3, 36). Dado que se ha informado que DC-SIGN puede
presentar inhibicion tanto con respecto a manosa como a fucosa, y la transferencia de Western de SEA sugeria que
algunos glicanos de Le* y/o LDN-DF estan presentes en proteinas de SEA con PM aparente similar al de las
proteinas de SEA que se unen a DC-SIGN, los inventores exploraron si la desfucosilacion de SEA influye en su
reconocimiento por DC-SIGN-Fc. El tratamiento de SEA con la a1,3/1,4-fucosidasa de Xanthomonas dio como
resultado una disminucion de la reactividad de un 50 % de MADb anti-Le* para SEA, mientras que no se observo
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pérdida de reactividad, tal como se esperaba, con Mab anti-LDN-DF. El epitopo de LDN-DF contiene fucosa unida
en el extremo a2-terminal. Los resultados indican de este modo que el tratamiento con glicosidasa retiraba de forma
especifica parte de los restos de a3-fucosa presentes en SEA. La pérdida de restos de a3/4-fucosa en SEA después
de tratamiento con la a1,3/a1,4-fucosidasa de Xanthomonas también dio como resultado una pérdida de unién de un
25 % de DC-SIGN-Fc ( los resultados no se muestra). Estos datos sugieren que algunos restos de fucosa unidos en
las posiciones a1,3/a1,4 pueden ser importantes para la unién del DC-SIGN-Fc soluble a SEA.

A continuacion, los inventores investigaron si uno o mas de los antigenos Le*, LDNF o LDN-DF de SEA fucosilados
(véase la Figura 13) pueden funcionar como ligando o ligandos para DC-SIGN en SEA. Los inventores analizaron el
potencial de DC-SIGN-Fc para unirse a neoglicoproteinas que contienen estos antigenos de glicano en ELISA. Los
resultados muestran que DC-SIGN-Fc interactua fuertemente con la neoglicoproteina HSA-Le* y, en menor medida,
con BSA-LDNF, que portando ambas una fucosa a3-terminal. Por el contrario, DC-SIGN-Fc no se une a BSA-LDN-
DF en el que la a3-fucosa esta protegida con una a2-fucosa (Figura 18). La unién es dependiente de fucosa, dado
que no se observo unién a neoglicoproteinas que llevan Gal1,4GIcNAc (LN) o GalNAcB1,4GIcNAc (LDN). La unién
a Le* y LDNF por DC-SIGN se media a través de su CRD, dado que la unién se inhibia con anti-DC-SIGN y EDTA.
En conclusion, estos resultados indican que DC-SIGN reconoce fuertemente al trisacarido a3-fucosilado, Le*, y lo
mas probablemente interactian con glicanos a3-fucosilados en SEA tales como Le* y/o LDNF.

Ejemplo 14. El resto de aminoacido, Val®®', dentro de DC-SIGN es fundamental para la unién de DC-SIGN
tanto a SEA como a Le*

El dominio de Iectlna de tipo C de DC-SIGN se une a dos |ones ca®y esos restos de aminoacidos en estrecho
contacto con Ca” en el sitio 2 (Glu347 Asn®*®, GIu354 y Asn®®®) o con Ca®* en el sitio 1 (Asp®?, Glu***, Asn**° y
Asp ) son esenciales para la unién a Ilgandos Dado que los resultados mencionados anteriormente indicaban
que el trisacarido a3-fucosilado, Le*, en SEA puede funcionar como un ligando para DC-SIGN, los inventores
investigaron las propiedades de unién de estos antlgenos a transfectantes de células K562 que expresan formas
mutadas de DC-SIGN. La mutacién de cualquiera de E*** para Ala, o E* para GIn en DC-SIGN (Flgura 19a) dio
como resultado una pérdida de interaccién completa tanto con SEA como con Le*, Io que indica que la unién a estos
antigenos en media a través del sitio de union a ligandos primario y depende de Ca (Figura 19b). Esto es similar a
los resultados informados para la unién de DC-SIGN a gp120 del HIv-13

Recientemente se ha demostrado que una mutacion especifica en el CRD de DC-SIGN (V351G) permite la unién de
gp120 del HIV-1, pero elimina la union a ICAM-3, un ligando de linfocitos T que se ha mostrado anteriormente que
interactia con DC-SIGN. Los resultados de los inventores indican que el mutante Vv*'G de DC-SIGN no se une a
ninguno de SEA o Le*, mientras que la unién al HIV-1 aln se observaba, lo que indica que Val*®' es esencial parala
unién tanto a SEA como a Le*, pero no al HIV-1 (Figura 19b). Para determinar si el sitio de union a SEA se
superpone con los sitios de unién de ICAM-3 o del HIV-1 en DC-SIGN, los inventores exploraron si SEA inhibe la
interaccion de DC-SIGN con respecto a ICAM-3 y gp120 del HIV-1 en un ensayo de unién a DC. Los resultados
demuestran que SEA puede inhibir la interaccién entre DC y ICAM-3 de una forma tan eficaz como el MAb anti-DC-
SIGN, mientras que la unién de DC-SIGN al HIVgp120 solamente se inhibia parcialmente con SEA (Figura 19c).
Estos resultados demuestran que el sitio de union a SEA en DC-SIGN puede parecerse al sitio de union a ICAM-3 y
puede superponerse parcialmente al sitio de union para el gp120 del HIV-1.

Ejemplo 15. L-SIGN no interactia con la unién a DC-SIGN de SEA o Lewis X

L-SIGN, un receptor de adhesion que se parece a DC- SIGN en el reconocimiento de ICAM-2, ICAM-3 y HIV-gp120,
contiene un CRD que es casi idéntico al de DC- SIGN®, y ambos receptores reconocen N-glicanos de tipo alta
manosa. Los resultados anteriores de los inventores demostraban una nueva actividad de unién de DC-SIGN a
fucosilados glicanos y mostraban que Val®*®' en DC-SIGN es esencial para esta actividad de unién. En la posicion
correspondiente en el CRD de L-SIGN, una Ser esta presente en el lugar de la Val (Figura 19a), elevando la
pregunta de si L-SIGN puede reconocer a SEA y Le*. La union de L-SIGN a estos antigenos se investigé con un
ensayo de adhesion en el que las perlas fluorescentes que contienen SEA y Le™PAA, respectivamente, se
incubaron con células K562 transfectadas que expresan DC-SIGN y L-SIGN recombinantes (Figura 19e). Las células
K562 que expresan L-SIGN (K-L-SIGN) no interactuaban con SEA ni con Le*-PAA, pero presentaban una interaccion
con gp120 del HIV-1. Las células K562 que expresa DC-SIGN (K-DC-SIGN) se unian a SEA y Le*, tal como se
esperaba (Figura 19b). Estos datos muestran que los dos receptores DC-SIGN y L-SIGN altamente relacionados
tienen distintas caracteristicas de especificidad de unién a carbohidrato y de reconocimiento de patdgenos.

Ejemplo 16. La nueva especificidad de carbohidrato predice y confirma nuevas contraestructuras celulares
para DC-SIGN; DC-SIGN reconoce carbohidratos de Le* en CD66a presentes en granulocitos para mediar
interacciones de DC-granulocitos

Se sabe que DC-SIGN interactia con ICAM-2 e ICAM-3, sin embargo, los ligandos de glicano en estas moléculas
todavia no se han identificado. El antigeno del grupo sanguineo de Le* (CD15) se expresa en células epiteliales de
mucosa gastrica, y mediante leucocitos polimorfonucleares (granulocitos) (Figura 20a); de hecho, las perlas
revestidas con DC-SIGN-Fc se unen fuertemente a granulocitos (Figura 20b). Ademas, DC-SIGN-Fc también se une
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fuertemente a granulocitos (Figura 21). La unidon es especifica para DC-SIGN ya que se puede inhibir con
anticuerpos anti-DC-SIGN, manano y supresién de calcio por EGTA y ademas con un anticuerpo anti-Le* que indica
que la interaccién celular es dependiente de Le* (Figura 20 y 21). Ademas, un anticuerpo frente a Le” reduce de
forma especifica la adhesion observada de DC-SIGN a CD66a, CD66e y CD11b lo que demuestra que los
carbohidratos de Le* ciertamente participan en la interaccién (Figuras 20, 54, 59D). Otras estructuras de glicano
tales como Le’ y Le® también pueden estar implicadas ya que el bloque observado no es completo. Esto demuestra
que los granulocitos expresan una glicoproteina de la superficie celular que expresa una estructura de glicano que
es reconocida por DC-SIGN.

Ademas, los inventores predijeron que basandose en el patron de reconocimiento de carbohidratos de DC-SIGN
(Figura 1), DC-SIGN también puede mediar la unién de DC a células tumorales, dado que la expresion de Le’
aumenta en muchos carcinomas que incluyen canceres de ovario, pancreas, préstata, mama, colon y de pulmon no
microciticos®*, mientras que sulfo-Le® esta presente en ciertos tumores que expresan mucinas. Por lo tanto, estos
resultados indican que el reconocimiento de estructuras de carbohidrato distintas por DC-SIGN puede permitir que la
adhesion celular mediada por DC a linfocitos T, células endoteliales, PMN asi como a células tumorales.

Los estudios de inmunoprecipitacion revelaron que DC-SIGN-Fc no se une a las contraestructuras celulares de DC-
SIGN, ICAM-2 o ICAM-3, de granulocitos pero se une a una nueva glicoproteina con un peso de la proteina de 66
kD que esta solamente presente en granulocitos (Figura 22a). El hecho de que DC-SIGN sé una carbohidratos de
Le* y el hecho de que algunos granulocitos Express en niveles elevados de CD66a, un receptor de la superficie
celular que lleva Le” con un peso molecular de 66kD (Figura 22b y c), impulsé a los inventores a examinar la unién
de CD66a-Fc a transfectantes que se expresan DC-SIGN y DC inmaduras que expresan DC-SIGN. Se observé una
fuerte union de CD66a a DC-SIGN expresada en transfectantes tanto de DC como de DC-SIGN (Figura 23c), similar
a la observada para la unién a ICAM-3 (Figura 23b). las perlas sin revestir lo interactuaban con estas células (Figura
23a). La interaccion de CD66a con DC-SIGN parecia mas fuerte que la interaccion de ICAM-3-DC-SIGN que se ha
descrito anteriormente. Estos datos indican que CD66a es una nueva con contraestructura celular de DC-SIGN and
y puede desempeiar un papel importante en la mediacién de interacciones celulares de DC-granulocitos que
desempenian un papel en respuestas inmunes innatas.

Ejemplo 17. DC-SIGN se une fuertemente un subconjunto de células de sangre periférica.

Para determinar si DC-SIGN interactia preferentemente con linfocitos T sin tratamiento previo expresan niveles
elevados de ICAM-3, tal como se postuld previamente, los inventores comenzaron a investigar la union de DC-SIGN
a la poblacion de PBL total de células. De forma sorprendente, DC-SIGN-Fc interactuaba con una poblacién de
células CD3 que era CD56" y que pertenecia al subconjunto de los linfocitos NK (Figura 24). Ademas, la interaccién
era dependiente de la concentracion (Figura 25) y se podia bloquear con anticuerpos frente a DC-SIGN (Figura 24 y
25). Los linfocitos NK CD56" en la sangre se pueden dividir en dos poblaciones celulares: linfocitos NK
CD56"™CD16" y CD56°°"**°CD16" (Figura 26). DC-SIGN-Fc se unia de forma especifica a la poblacion de linfocitos
NK CD56°"CD16" y la interaccién se podia inhibir con anticuerpos anti-DC-SIGN (Figura 26). ICAM-1-Fc no
interactuaba con la poblacion de linfocitos NK CcD56“™CD16", lo que demuestra que la interaccion de DC-SIGN-Fc
es especifica y no estd mediada por la etiqueta de Fc. Ambas poblaciones de linfocitos NK eran capaces de
interactuar de forma especifica con ICAM-1-Fc después de la activacion de su LFA-1 de integrina 32 (Figura 26). Por
lo tanto, éstos resultados indican que las DC interacttan con los linfocitos NK CD56%™CD16" a través de DC-SIGN.
De forma sorprendente, ambas poblaciones de linfocitos NK tienen niveles similares de ICAM-2 y ICAM-3, lo que
indica que DC-SIGN se puede unir a otros ligandos nuevos en que la poblacion de linfocitos NK CD56“"CD16". De
hecho, la inmunoprecipitacién revela que DC-SIGN-Fc se une, ademas de la ICAM-2, también a una molécula con
un peso molecular de 166 kDa (Figura 27). Este ligando podria ser CD166 o CD16, que esta altamente glicosilado y
solamente se expresa en linfocitos NK.

Ejemplo 18. DC-SIGN media la interaccion de las células DC-NK y esta implicada en la lisis de DC inmaduras
mediante linfocitos NK.

Para investigar si la interaccion de DC-SIGN con linfocitos NK es relevante en la respuesta inmune mediada con
linfocitos NK, los inventores investigaron tanto la crisis de DC con linfocitos NK como la maduracién de DC con
linfocitos NK; recientemente se han identificado dos procesos que desempefian un papel importante en la inmunidad
innata en.

DC-SIGN no inhibia en la maduraciéon de DC con linfocitos NK (Figura 28) pero estaba implicado fuertemente en la
lisis de DC inmaduras mediada por NK (Figura 29), dado que algunos anticuerpos frente a DC-SIGN inhibian la lisis
de DC mediada por NK. Estos datos indican que DC-SIGN regula la interacciéon de las DC inmaduras con linfocitos
NK mediante la unién a una proteina de 166 kDa en linfocitos NK CD56“™CD16". Esta interaccion de células DC-
SIGN-NK también aumenta fuertemente la lisis de las lineas celulares mediada por NK transfectadas con DC-SIGN
(Figura 30), mientras que algunos anticuerpos frente a DC-SIGN inhiben la lisis. Estos resultados indican que DC-
SIGN puede ser importante en la interaccion de DC con linfocitos NK y que la inhibicién de esta interaccion evita la
lisis mediada por NK.
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Ejemplo 19. DC-SIGN interactia con los tipos 1y 2 del virus del Herpes simplex

Los resultados anteriores demostraba que DC-SIGN |nteractua de forma especifica con el HIV- 1% y recientemente
se publico que DC-SIGN se une al virus de Ebola®. Por lo tanto, los inventores investigaron si DC-SIGN y su
homologo, L-SIGN, pueden interactuar con otros virus que contienen proteinas de envoltura glicosiladas. De forma
sorprendente, DC-SIGN-Fc se une fuertemente al virus del Herpes simplex (VHS)-1 y -2, ay esta interaccion se
inhibe de forma especifica con anticuerpos frente a DC-SIGN (Figura 31). Un analisis adicional demuestra que DC-
SIGN interactua con la glicoproteina gB del VHS (Figura 32) dado que DC-SIGN expresado por DC y algunos
transfectantes se unen fuertemente a perlas revestidas con gB. Esta interaccion se bloquea con anticuerpos anti-
DC-SIGN (Figura 32). La DC-SIGN se expresa de forma especifica con DC y L-SIGN mediante células endoteliales
sinusoidales de higado (LSEC) y algunas poblaciones de macréfagos. Estos datos indican que tanto DC-SIGN como
L-SIGN podrian estar implicados en la interaccion del VHS con DC y LSEC, respectivamente. De hecho, las DC se
unen fuertemente a gB del VHS-1 y las interacciones estan mediadas con DC-SIGN, dado que algunos anticuerpos
frente a DC-SIGN bloquean esta interaccion (Figura 32). Por lo tanto, la interaccion de DC con VHS esta mediada
con DC-SIGN y esta lectina de tipo C podria ser importante en la infeccion de las DC con estos virus. Ademas, estos
datos podrian sugerir que estos virus se dirigen a DC-SIGN en las DC no solamente para infectar a estas DC sino
también para evadir la respuesta inmune mediante la modulacién de la funciéon de DC, tal como demostraron los
inventores para micobacterias y HIV-1.

Ejemplo 20

Materiales y métodos en particular para este ejemplo y relevantes para los experimentos que se describen en las
leyendas de las figuras 33 a 66.

Cepas bacterianas.

Anteriormente se han descrito aislados clinicos de H. pylorl de diferentes origenes geograficos (Paises Bajos,
Canada, Polonia, Italia, y la Republlca Popular de China)®, asi como la cepa NCTC 11637 de H. pyloriy las variantes
de fase 1c, K4.1, K5.1, 3a, y 1b°. La cepa 4187E de H. pylorl y la generacion de mutantes de desactivacion genética,
futA (gen HP0379) y futB (gen HP0651), se han descrito'®. El aislado clinico J223 de H. pylori se obtuvo en el Dr.
H.P. Wirth © Algunas variantes de J223 positivas y negatlvas para Le *¥ se aislaron tal como se ha descrito
anterlormente En resumen, algunas bacterias de la biopsia se inocularon en placas Dent (agar de Columbia,
sangre de caballo al 5 % + suplemento de Dent), seguido de un solo pasaje en fase fluida (caldo de cultivo de
Brucella + suero bovino fetal al 3 %) y distribucion sobre medios solldos tras lo cual se produjo en la deteccion de
las variantes de fase de LPS mediante transferencia de colonias®. La formacion de serotipos mediante anaI|S|s de
Polimorfismo de Longitud de Fragmento Amplificado (AFLP) se realiz6 tal como se describe en la referencia®® con
las siguientes modificaciones: En un volumen final de 20 ml, se hizo digestion de 20 ng de ADN cromosémico
purificado con 1 U de EcoRI (Pharmacia, Uppsala, Suecia) y 1 U de Msel (New England Biolabs, Beverly, MA). A
continuacion, el volumen final se elevd a 30 ml mediante la adicion de 50 pmol cada uno del adaptador EcoRl y del
adaptador Msel, 1.2 U de T4 ADN ligasa (Pharmacia), ATP 1 mM, y tampén de ligasa. Se permitié que los
adaptadores se ligaran a los fragmentos de restriccion durante 16 h a 167 °C, tras lo cual la muestra se diluyé con
agua destilada en un volumen final de 500 ml. Para notificacion de ADN se usaron el cebador EcoO marcado con
Rojo Texas fluorescente (50-AGACTGCGTACCAATTC-30 ; Isogen Bioscience, Maarssen, Paises Bajos) y el
cebador MseO sin marcar (50-GACGATGAGTCCTGAG-30) en un ciclador térmico 9700 (PerkinElmer) del sistema
de PCR de GeneAmp con 35 ciclos: desnaturalizacion (30 s a 94 °C), hibridacion (30 s a 65-56 °C), y extension de la
molécula de ADN (60 s a 72 °C). En los primeros 12 ciclos, la temperatura de hibridacion se redujo a 0,7 °C por ciclo.
Después de finalizar el programa del ciclo, cada muestra se analizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante
en un secuenciador de ADN automatizado Vistra 725 (Amersham Life Science). Las imagenes de AFLP
fluorescentes se almacenaron como archivos TIFF con el software de TIFF, Vistra 2 (Amersham).

Anticuerpos monoclonales y glicoconjugados.

Las cepas de H. pylori y variantes de fase se sometieron a formacion de serotipo tal como se ha descrito
anteriormente® con los siguientes anticuerpos monoclonales (mAb): Hp151, especifico para Le’, 6H3, especifico para
Le* monomérico y 4D2, especifico para el tipo 1 de H (los tres, un detalle generoso de R. Negrini, General Hospital,
Brescia, Italia). El Mab, 54.1F6A, especifico para Lewis x polimérico (un detalle generoso de G. van Dam, Leiden,
Paises bajos), NAM61-1A2, especmco para el antigeno i (un detalle generoso de D. Blanchard, Regional Blood
Transfusion Service, Nantes, Francia)'®. Los Mab, AZN-D1 y AZN-D2%", se usaron para bloquear DC-SIGN y el Clon
17 de MAb (un detalle generoso de S. Gordon, Universidad de Oxford, UK) se uso6 para bloquear el receptor de
manosa. Los glicoconjugados sintéticos (Syntesome, Munich, Alemania) estan formados por mono- y oligosacaridos
que se unian de forma muy equivalente a un vehiculo de poliacrilamida. Los antigenos de Le* diméricos, triméricos y
tetraméricos unidos a ceramida eran un detalle generoso de R.R. Schmidt, Universidad de Konstanz, Alemania, y se
sintetizaron tal como se ha descrito*

Células
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Las DC inmaduras se generaron mediante cultivo de monocitos en RPMI-1640/FCS al 10 % en presencia de IL-4
(500 U/ml, Schering-Plough, Kenilworth, NJ) y GM-CSF (800 U/ml, Schering-Plough) durante 5-8 dias*'. Las células
K-562, células K-562-DC-SIGN y macréfagos de RAW 264.7 se cultivaron tal como se ha descrito®”.

Union bacteriana

Las células de H. pylori se marcaron con FITC. Las células (50,000) en TSM con BSA al 0,5 % se incubaron
previamente con 20 ug/ml de mAb, 200 ug/ml de manano o EDTA 10 mM durante 10 min a TA. las bacterias
marcadas con FITC (10 bacterias/célula) se afiadieron y se incubaron durante 45 min a 37 °C. Las muestras se
analizaron por citometria de flujo.

Ensayo de adhesion a DC-SIGN-Fc soluble.

El ensayo de adhesion a DC-SIGN soluble se realizé con ELISA*. Los antigenos (ya sea 3,75 x 10° células
bacterianas/pocillo o 5 pg/ml, en el caso de LPS o glicoconjugados) se revistieron en placas de ELISA y la union la
DC-SIGN-Fc soluble (1 ug/ml en TSM) se determiné mediante un ELISA de Ig-Fc anti-humana. Cuando se indicaba,
DC-SIGN-Fc se incubd previamente con 20 ug/ml de mAb, 200 ug/ml de manano o EDTA 5 mM durante 10 min a
temperatura ambiente.

Inmunohistoquimica

Después de consentimiento informado de los pacientes, se recogieron 2 biopsias antrales durante gastroscopia. Las
criosecciones de tejido se fijaron en acetona y se incubaron con AZN-D1 seguido de HRP anti-ratén. La tincion se
realizé con el kit Vectastain para ABC-AP y AEC (Vector Laboratories, Burlingame, CA) y se hizo secciones
contratincion de las secciones con hematoxilina. En paralelo, la otra biopsia se analizé para infeccién con H. pylori
mediante incubacion en medio de ureasa durante 12 h. No se observaron diferencias en morfologia ni tincion entre
individuos no infectados e infectados.

Activacion de DC y diferenciacion de Th1/Th2

Para analizar la maduracion, las DC (180.000 células) se incubaron con H. pylori durante 1 h a una multiplicidad de
infeccion (M.O.1) de 1, 5, 10, 20, se lavaron y se cultivaron durante 20 h. Las células se analizaron para marcadores
de maduracién (CD80, CD86, CD83, HLA-DR) mediante citometria de flujo y el sobrenadante se recogié para ELISA
de citoquinas®. Para la diferenciacion de linfocitos T, las DC se cocultivaron con H. pylori (M.O.l de 10) durante 2
dias, se lavaron y se incubaron con linfocitos T CD45RA+, CD4+ (5.000 linfocitos T/20.000 DC). En paralelo, las DC
se analizaron para marcadores de maduracion, que se han descrito anteriormente, y la produccién de citoquinas
después de estimulacion con J558 transfectadas con CD40L (detalle generoso de P. Lane, Universidad de
Birmingham, UK) en presencia o ausencia de IFN-a (1000 U/ ml).

Los linfocitos T quiescentes se volvieron a estimular con PMA (10 ng/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y con
ionomicina (1 pg/ml, Sigma-Aldrich) durante 6 h, las Ultimas 5 horas en presencia de brefeldina A (10 pg/ml, Sigma-
Aldrich). La produccién de una sola célula de IL-4 e IFN-y se determind mediante citometria de flujo intracelular®.

Resultados

Se ha demostrado que DC-SIGN tiene una especificidad de carbohidrato para carbohidratos que contienen manosa,
antigenos de Lewis y estructuras que contienen GIcNAc (Figura 33, 34, 63-66). Los inventores han demostrado que
la especificidad de carbohidrato de L-SIGN es diferente ya que no reconoce estructuras de carbohidrato de antigeno
de Lewis mientras que reconoce estructuras de alta manosa (Figura 33 y 34). El homodlogo murino, mSIGNR1,
reconoce antigenos similares a DC-SIGN de alta manosa y antigenos de Lewis, pero también tiene especificidad
para antigenos de Lewis sialilados al contrario que DC-SIGN y L-SIGN (Figura 33 y 34).

DC-SIGN es una lectina de tipo C expresan altamente en particular en células dendriticas. Su funcion es reconocer y
procesar antigenos y presenta esto de forma muy eficaz en moléculas de la clase | y Il de MHC.

Durante mucho tiempo se ha pensado que DC-SIGN es un receptor de reconocimiento de patégenos que reconoce
patégenos para activar el sistema inmune, pero tal como parece en la actualidad, todos los patégenos de la larga
lista de patdgenos que se dirigen a DC-SIGN persisten y escapan de la inmunidad mediante diferentes mecanismos.
Los inventores tienen ahora cuatro ejemplos de patégenos que se dirigen a DC-SIGN para sobrevivir en el
hospedador.

1. HIV-1 y VHC se dirigen a DC-SIGN para 'esconderse' dentro de las DC y escapar de la ruta intracelular al
compartimento lisosémico.

2. La secrecion de ManLam mediante micobacterias se dirige a DC-SIGN para inducir la maduracion de las DC
inducida por la modulacién negativa de TLR, y la inducciéon de IL-10.

3. El patégeno gastrico humano, Helicobacter pylori, persiste: Algunas variantes de fase de lipopolisacarido modulan
el equilibrio de Th1/Th2 mediante la interaccién con la lectina de célula dendritica, DC-SIGN.
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4. Lactobacillus se dirige a DC-SIGN en DC e induce linfocitos T reguladores, la inhibicion del reconocimiento de
Lactobacillus mediante DC-SIGN reduce el estado regulador de los linfocitos T. Por lo tanto, supone que DC-SIGN
es un receptor que reconoce 'normalmente’ al autoantigeno a tolerar (Annual Review Immunology, 2004). Los
inventores han demostrado aqui que el direccionamiento de DC-SIGN mediante lactobacilos puede inducir
ciertamente los linfocitos T reguladores. Ademas, parece que DC-SIGN también puede reconocer al antigeno
tumoral CEA (CD66e) en particular Lewis X e Y. Estos antigenos tumorales se pueden secretar y suprimir la
activacion de DC de una manera similar a la de ManLam de Mycobacteria tuberculosis.

La integracion de DC con granulocitos se pone en evidencia por el hecho de que DC-SIGN reconoce CD66a y
CD11b en granulocitos. En particular, se reconoce el antigeno de Lewis X en estas moléculas. De este modo, DC-
SIGN funciona como un receptor de la adhesion celular que media interacciones celulares de los granulocitos con
DC. Esta funcidon de adhesion celular entre granulocitos y células dendriticas nunca se ha informado pero es
probable que la interaccion de granulocitos y DC sea esencial para formar un puente entre la respuesta inmune
innata y la respuesta inmune adaptativas de una manera tal que el granulocito pase los agentes infecciosos a las DC
aumentando una respuesta inmune adecuada. En particular el granulocito activa y madura las DC, induciendo la
regulacion positiva de las citoquinas y las moléculas coestimuladoras que es necesaria para la migracion de DC y el
inicio de la respuesta inmune adaptativa. La interaccion de DC con granulocitos también se observa in vivo en la
situacion de la enfermedad de Crohn. Un nuevo patégeno que interactia con DC-SIGN en las DC es Neisseria
Meningitidis. Las variantes de cepa demuestran que en particular interactia un mutante IgtB de una cepa que
contiene resto de GIcNAc con extremo en reposo. Otros experimentos (Figura 66) demuestran que la DC-SIGN
también reconoce a GIcNac.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un glicoconjugado que comprende un antigeno tumoral y un antigeno de Lewis x no sialilado capaz de
unirse a DC-SIGN en una célula que presenta antigeno para la preparacion de una composicion para la estimulacion
de una respuesta inmune frente al antigeno tumoral en un individuo.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que el antigeno tumoral es un péptido o glicolipido capaz de
presentarse en el contexto de la clase | o la clase Il o C1b de MHC.

3. Una composicion para uso en la estimulacion de una respuesta inmune frente a un antigeno tumoral en un
individuo, comprendiendo dicha composicion un glicoconjugado del antigeno tumoral y un antigeno de Lewis x no
sialilado capaz de unirse a DC-SIGN en una célula que presenta antigeno.

4. Una composiciéon para uso de acuerdo con la reivindicacion 3 en la que el antigeno tumoral es un péptido o
glicolipido capaz de presentarse en el contexto de la clase | o la clase 1l o C1b de MHC.
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Fig. 13
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Fig. 18
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Fig. 19
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Fig. 20A
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Fig. 21
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Fig. 22A Fig. 22B
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Fig. 24
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Fig. 27
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Fig. 28
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Fig. 29
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Fig. 30
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Fig. 31
Unién a VHS-1
HSV-1
1,2
s 1 2
g /
O 08
=} / —e—DC-SIGN
5 08 ——AZN-DY
2 /
£ o4 /
=)
< /l/
02 4
0 ’ . .
0 0,5 1 1,5 2
DC-SIGN-Fc (ug/ml)
Unidén a VHS-2
HSV-2
0,4
0,35 -
g_ 0 /
g 02 / —e—DC-SIGN
S 0,2 / —m—AZN-D1
o 0,15
£ 1
< o ‘.,.—-————’;'
o,os;
0 . - .
0 0,5 1 1,5 2
DC-SIGN-F¢ (ug/ml)

63



ES 2554355713

Fig. 32
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Fig. 33A

mSIGNRI se une a carbohidratos

que contienen manosa,
similar a DC-SIGN y L-SIGN
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Fig. 33C

Especificidad de carbohidrato
de DC-SIGN, L-SIGN y mSIGNRI
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Fig. 34

Los patdgenos con carbohidratos que contienen manosa

se unen a mSIGNRI
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Fig. 35

DC-SIGN-Fc se une a proteinas de envoltura de VHC
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Fig. 36
DC-SIGN y L-SIGN celulares se unen a las proteinas E1 y E2 del VHC

DC-SI6GN tiene un sitio de unién similar
para gp120 y VHC
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Fig. 36D

Restos de aminodcidos esenciales en la uniéon de DC-SIGN
a sus ligandos gp120 y proteinas de envoltura de VHC
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Fig. 37

VHC se internaliza mediante DC-SIGN y L-SIGN;
la ruta de internalizacion depende de la linea celular
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Fig. 38

DC inmaduras y maduras se unen a VHC a través de DC-SIGN
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Fig. 39

Las DC inmaduras capturan e internalizan VHC a través de DC-SIGN;
VHC se dirige a los endosomas tempranos
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Fig. 40

Las DC inmaduras nternalizan carbohidratos
a través de DC-SIGN
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Fig. 41

Union de VHC a secciones de higado
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Fig. 42

Antigenos de grupo sanguineo de Lewis
y algunas de sus subestructuras se unen a DC-SIGN.
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La unioén de H. pylori depende

ES 2554355713

Fig. 43

de la expression del antigeno de Lewis
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Fig. 44

La variacion de fase de LPS en H. pylori se produce in vivo.
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Fig. 45

DC-SIGN se expresa en las DC gastricas y es el receptor principal
para H. pylori positivo para Le
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Fig. 46

La unién de H. pylori a induce un aumento de la produccién
de IL-10 y IL-12 dependiente de DC-SIGN,
pero no cambia en IL12p70
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Fig. 47

La unién de H. pyloria DC-SIGN induce el sesgo
de los linfocitos T sin tratamiento previo a Th2.
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Adhesién a PMN (%)
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Fig. 53

PMN expresa el ligando Lewis* de DC-SIGN
y se une con alta afinidad a DC-SIGN recombinante
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Fig. 54

CEACAM1 expresado en PMN es un ligando de DC-SIGN
y se uni6 a través de sus restos de Lewis*.
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Fig. 55

DC-SIGN celular expresado en transfectantes de K562 y la DC
inmadura se une a CEACAM?1 nativo a partir de PMN
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Fig. 56

DC-SIGN esta implicada en el agrupamiento de DC y PMN.
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Fig. 57

Localizacion de PMN y DC en la mucosa coldnica de
pacientes con enfermedad de Crohn.
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Fig. 58

Localizacion de PMN y DC en la mucosa coldnica de pacientes con enfermedad de Crohn.

Expresion de CD86 (MFI)
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Fig. 59

DC-SIGN se une a Lex que expresa CD11b presente en neutrdfilos
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Fig. 59D

DC-SIGN se une a CD66acd y CD11b en PMN
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. IP DC-SIGN-Fc, IB anti-CD11b,

8 IP anti-DC-SIGN, IB DC-SIGN-Fc,
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10. IP anti-CD11b, IB DC-SIGN-Fc.
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Fig. 60

DC-SIGN se une a Lewis en CD11b
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Fig. 61

DC-SIGN Se une a células tumorales que expresan CDG6e
DC-SIGN se une al antigeno tumoral CD66e=CEA
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% de union de DC-SIGNFc a células

DC-SIGNFc se une a GlcNAc que expresa células CHOPS8
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Fig. 66
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