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DESCRIPCION
Receptores de Fc solubles recombinantes

La presente invencion se refiere a preparaciones cristalinas de un receptor de Fcy o Fce soluble recombinante, un
complejo de receptor de Fcy o Fce soluble recombinante/inmunoglobulina, y especialmente al uso de tal preparacion
cristalina para la generacién de datos de la estructura cristalina de receptores de Fc, asi como a inhibidores de FcR.

También se describen receptores de Fc solubles recombinantes (FcR), acidos nucleicos recombinantes que
codifican tales receptores de Fc, células hospedantes que contienen los acidos nucleicos correspondientes, asi
como un procedimiento para la determinacién de la cantidad de anticuerpos de un cierto tipo contenidos en la
sangre, plasma o suero de un paciente, un procedimiento para la determinacion del estado inmunolégico de
pacientes con enfermedades crénicas del sistema inmunitario, y un procedimiento para la identificacién de
sustancias en vista de su capacidad para actuar como inhibidores del reconocimiento y unién de anticuerpos a los
receptores celulares respectivos. Ademas, se describen composiciones farmacéuticas que contienen los FcR
solubles recombinantes, y composiciones farmacéuticas que contienen los inhibidores de FcR.

También se describe un receptor de Fc recombinante acoplado a una fase sélida, por ejemplo un material soporte de
cromatografia. El uso de tal material de cromatografia se basa en la absorcién de inmunoglobulinas procedentes de
un fluido corporal de pacientes, o de sobrenadantes de cultivo de células productoras de inmunoglobulinas.

Los receptores de Fc (FcR) desempefian un papel fundamental en la defensa del organismo humano contra las
infecciones. Después de que los patégenos han logrado acceso a la circulacidon sanguinea, son opsonizados por las
inmunoglobulinas (lg). Debido a su multivalencia, los inmunocomplejos resultantes se unen con gran avidez a las
células portadoras de FcR, conduciendo al agrupamiento de los FcR, lo que desencadena varias funciones efectoras
(Metzger, H., 1992A). Estas incluyen, dependiendo del tipo de FcR expresado y de las proteinas asociadas,
endocitosis con neutralizaciéon subsiguiente de los patéogenos y presentacion de antigenos, citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC), secrecion de mediadores, o la regulacién de la producciéon de anticuerpos
(Fridman et al, 1992; van de Winkel y Capel, 1993).

Existen FcR especificos para todas las clases de Ig, siendo aquellos para IgG los mas abundantes con la mas
amplia diversidad. Junto con el receptor de alta afinidad para IgE (FceRla), FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRllla
(CD16), aparecen como proteinas transmembranicas de tipo |, o en formas solubles (sFcR), pero existe también una
forma del FcyRIIl anclada a glucosilfosfatidilinositol (FcyRIIIb). Ademas, los FcyR existen en diversas isoformas
(FcyRla, b1, b2, c; FcyRlla 1-2, b1-3, c) y alelos (FcyRIla1-HR, —LR; FcyRIlIb-NA1, -NA2) (van de Winkel y Capel,
1993). En contraste con las partes extracelulares homoélogas globales, los dominios que se extienden sobre la
membrana y los dominios citoplasmicos difieren. Pueden estar totalmente suprimidos, o tener un tamafio de 8 kDa.
Pueden contener un motivo de activaciéon del inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM) de 26 aminoacidos, como
en FcyRlla, o un motivo inhibidor (ITIM) respectivo de 13 aminoacidos en FcyRlIIb, implicado en transduccién de
sefiales (Amigorena et al, 1992).

A juzgar por la separacion conservada de cisteinas, la parte extracelular de los FcR consiste en tres (FcyRI, CD64) o
dos (FceRlI, FeyRIl, CD32 y FeyRIIl, CD16) dominios similares a Ig (10 kDa/dominio), y por lo tanto pertenece a la
superfamilia de las inmunoglobulinas. Estos receptores altamente glucosilados son homologos, y la identidad global
en la secuencia de aminoacidos entre los FcyR y FceRla excede el 50% en sus regiones extracelulares. No obstante,
la afinidad de los FcR a sus ligandos varia ampliamente. La mayor afinidad de = 10°M™" del FcyRI al fragmento Fc se
asigna a su tercer dominio, mientras que los otros FcyR con dos dominios tienen una afinidad por IgG que varia
entre 10° y 10’M™". La afinidad del FceRla de dos dominios por IgE supera de lejos estos valores, con una constante
de 10"°M™" (Metzger, H., 1992B). En contraste con los FcR mencionados, el receptor de baja afinidad para IgE,
FceRIl, representa una proteina transmembranica de tipo Il, y muestra una menor homologia.

Hasta ahora, los FcR usados para la cristalizacion han sido expresados en células hospedantes eucariotas. Gastinel
et al. (1992) describen la expresion heterdloga de receptores de Fc de las células epiteliales intestinales del neonato
(FcRn) en una estirpe celular eucariota, y una preparacion cristalina para esos receptores de Fc.

Los FcyR se expresan en un patron definido en todas las células inmunoldgicas activas. FcyRl se expresa
constitutivamente en monocitos y macréfagos, y puede ser inducido en neutrofilos y eosindfilos. El papel fisioldgico
de FcyRI se desconoce todavia, dado que la expresién en monocitos no es vital (Ceuppens et al, 1988). La forma de
FcyRIIl anclada a GPI (FcyRIlIb) se expresa exclusivamente en granulocitos. Debido a su parte citoplasmica
ausente, la transduccién de sefiales en la célula ocurre solamente por la via de otras proteinas transmembranicas,
como el receptor del complemento tipo 3 (CR3), que puede asociarse al menos con FcyRlIllb (Zhou et al, 1993; Poo
et al, 1996). FcyRllla se expresa principalmente en monocitos y macréfagos, pero solo en conjuncion con proteinas
asociadas (v.g., cadenas a 0 y). FcyRIl es el receptor con la distribucién mas amplia en células inmunocompetentes,
y esta implicado principalmente en la endocitosis de los inmunocomplejos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2366 909 T3

FcyRlla y FeyRlIIb difieren en su regién extracelular en sélo un 7% de los restos de aminoacidos. No obstante, ambas
formas se pueden distinguir por sus caracteristicas de unidn a las subclases IgG humanas y de ratéon (van de Winkel
y Capel, 1993) y su diferente afinidad por las IgG humanas (Sondermann et al, 1998A). La situacion se hace mas
complicada aun por el polimorfismo respondedor alto/respondedor bajo (HR/LR) de FcyRIlla, denominado después
de la capacidad de las células T procedentes de algunos individuos para responder a la mitogénesis inducida por
IgG1 murina (Tax et al, 1983). Mas tarde, se encontré que los dos intercambios en la secuencia de aminoacidos
entre la forma LR y la forma HR modifican la capacidad para unirse a IgG2 humana, lo que conduce a la hipétesis de
que al menos una de ellas esta implicada en la unién a IgG (Hogarth et al, 1992).

La solicitud de patente europea EP 0321842 describe la expresién de FceR soluble en agua, muy bioactivo, en
células derivadas de organismos multicelulares, y su uso. Este FceR se puede unir a IgE, y evita la unién de IgE a
eosindfilos. Por lo tanto, este receptor controla los efectos inflamatorios de la alergia. Ademas, es adecuado para el
tratamiento o profilaxis de reacciones locales o alérgicas inducidas por IgE.

Galon et al. (Immunology Letters, 44 (1995) 175-181) describen receptores FcyR solubles, su expresion en
diferentes tipos de células eucariotas (v.g., infocitos, macréfagos), y su papel en las respuestas inmunitarias.

Sondermann et al. (The EMBO Journal, Vol. 18, n® 5, p. 1095-1103 (1999)) describen la estructura cristalina de
FcyRIlb soluble. Se muestran los diferentes dominios que son necesarios para la union a IgG. Ademas, los autores
proponen un modelo para el complejo sFcyRIIb:1gG.

También es descrita por Sondermann y Jacob (Biol. Chem., Vol. 380, p. 717-721, (1999)) la expresién de la parte
extracelular de FcyRIIb humano en E. coli. Después de la expresion, el receptor se purificd, se caracterizd y se
estudio para determinar la actividad de unién a anticuerpos y a IgG. Adicionalmente, el receptor se cristalizo.

En contraste con el papel beneficioso que juegan los FcR en el individuo sano, también transmiten la estimulacion
del sistema inmunitario en las alergias (FceRla) o enfermedades autoinmunitarias. Ademas, algunos virus emplean
FcyR para tener acceso a las células, como el VIH (Homsy et al, 1989) y el dengue (Littaua et al, 1990), o ralentizan
la respuesta inmunitaria bloqueando los FcyR, como en el caso del ébola (Yang et al, 1998) y el virus del sarampion
(Ravanel et al, 1997).

Por tanto, el objeto que subyace a la presente invencién fue proporcionar receptores que fuesen faciles de producir y
pudiesen ser usados ventajosamente para aplicaciones médicas o de diagnéstico. Ademas, fue un objeto de la
invencién proporcionar receptores solubles que exhibiesen una especificidad de unién y actividad que fuese analoga
a la de los receptores que existen naturalmente en el cuerpo humano, y que, adicionalmente, hiciesen posible
producir cristales adecuados para una determinacion de la estructura.

Este objeto se logra por medio de receptores de Fc solubles recombinantes que consisten solamente en la porcion
extracelular del receptor, y no estan glucosilados. Los receptores de acuerdo con la presente invencion se
caracterizan por lo tanto por la ausencia de dominios transmembranicos, péptidos de sefal y glucosilacion.

La presente invencion se refiere a preparaciones cristalinas de tales receptores de Fcy y Fce solubles. Esto es
debido a que las moléculas de IgG e IgE son caracteristicas para una multitud de enfermedades y patologias, de
manera que su determinacion y formas posibles de influirlas son de gran interés. Las Figuras 11 y 12 muestran un
alineamiento de secuencias de aminoacidos de las partes extracelulares de algunos FcyR y FceRI. Los FcR segun la
invencion incluyen todas estas secuencias o sus partes que todavia retienen la capacidad de unién a anticuerpos y/o
cristalizacién apropiada.

En una realizacién particularmente preferida de la invencion, el receptor FcR soluble recombinante es un receptor
FcyRIIb. Ademas, se prefiere particularmente que el receptor sea de origen humano. En una realizacién
particularmente preferida, contiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID NO: 3 6 4.

De acuerdo con la presente invencion, la preparacion de los receptores de Fc solubles tiene lugar en células
procariotas. Después de dicha expresion, en las células procariotas se forman cuerpos de inclusién insolubles que
contienen la proteina recombinante, facilitando asi la purificacion por separacion de los cuerpos de inclusién de otros
componentes celulares antes que tenga lugar la renaturalizacion de las proteinas contenidas en ellos. La
renaturalizacion de los FcR de acuerdo con la presente invencién que estan contenidos en los cuerpos de inclusion
puede tener lugar principalmente de acuerdo con métodos conocidos. La ventaja de la preparacién en células
procariotas, la produccién de cuerpos de inclusion y los receptores de Fc solubles recombinantes asi obtenidos
hacen que sea posible obtener una preparacion de FcR muy pura y, en particular, también muy homogénea.
Asimismo, debido a la ausencia de glucosilacién, el producto obtenido presenta una gran homogeneidad.

Los receptores de Fc solubles producidos hasta ahora por medios recombinantes exhibian particularmente la
desventaja de que se requeria una purificacion mucho mas elaborada, dado que se expresaban en células
eucariotas, y, debido a la glucosilaciéon, que no siempre es uniforme en las células eucariotas, estos productos eran
también menos homogéneos.
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Los receptores de Fc solubles recombinantes de acuerdo con la presente invencion hacen incluso posible producir
cristales, adecuados para uso en andlisis por rayos X, como se explicara mas adelante en la descripcion de
realizaciones adicionales de la invencién. Los FcR de la presente invencion exhiben ademas practicamente la misma
actividad y especificidad que los receptores existentes naturalmente in vivo.

También se describe un acido nucleico recombinante que tiene una secuencia que codifica un receptor de Fc soluble
recombinante segun la presente invencion.

El acido nucleico puede contener solamente las secuencias codificantes o, adicionalmente, secuencias vectores y/o,
en particular, secuencias de control de la expresion enlazadas operativamente a la secuencia que codifica el FcR
recombinante, como promotores, operadores y similares.

El acido nucleico puede contener una secuencia como se muestra en una de SEC ID NO: 7 a SEC ID NO: 12. Para
comparacién, SEC ID NO: 13 y SEC ID NO: 14 muestran las secuencias de tipo salvaje respectivas que codifican
FcyRIIb y FceRla. Las SEC ID Nos: 15-18 muestran las secuencias de tipo salvaje para FcyRI, FcyRlla, FcyRIIl y
FceRII.

Si el acido nucleico contiene secuencias vectores, entonces éstas son preferiblemente secuencias de uno o varios
vectores de expresién procariotas, preferiblemente de vectores pET. Si se desea, también pueden estar contenidos
en el acido nucleico recombinante cualesquiera otras funciones o componentes conocidos de vectores de expresion.
Estos pueden ser, por ejemplo, genes de resistencia que permiten una seleccion efectiva de las células hospedantes
transformadas.

También se describe una célula hospedante que contiene un acido nucleico recombinante que codifica los
receptores de Fcy o Fce. Como se menciona de forma repetida anteriormente, la célula hospedante es
preferiblemente una célula hospedante procariota, particularmente una célula de E. coli.

Los receptores de Fc solubles recombinantes de acuerdo con la presente invencién se pueden usar para una
multitud de examenes o aplicaciones, debido a que reaccionan especificamente con anticuerpos. In vivo, los
receptores de Fc solubles son inmunorreguladores potentes que, si estan presentes en niveles elevados, dan como
resultado una supresion notable del sistema inmunitario, lo que conduce a muchos efectos parcialmente conocidos y
parcialmente no comprendidos todavia. Basandose en estos efectos, también se describen varias aplicaciones de
los receptores de Fc.

Una de tales aplicaciones es un procedimiento para la determinacién de la cantidad de anticuerpos de un cierto tipo
en la sangre o suero de un paciente, que se caracteriza por el uso de un FcR soluble recombinante en un
inmunoensayo, y la determinacion de la presencia de complejos FcR-anticuerpo. Dicho ensayo permite escrutar la
presencia de cierta clase de anticuerpo, y permite también la determinacion de la cantidad de anticuerpos presentes
en la sangre, plasma o suero de un paciente.

Cualquier tipo de inmunoensayo es en principio adecuado para el uso, con tal de que se pueda detectar de ese
modo la presencia de complejos FcR-anticuerpo. Son adecuados tanto ELISA (inmunoensayo inmunosorbente unido
a enzima), particularmente ensayos de tipo sandwich, como RIA (radioinmunoensayo), pero también lo son métodos
de ensayo competitivos. Cuando se va a examinar la presencia y/o la cantidad de anticuerpos IgE, se usa FceR
como receptor soluble recombinante segun la presente invencidon. En particular, este método es adecuado y
ventajoso para determinar una predisposicion a o manifestacién de una alergia.

Ademas, es adecuado un método en el cual se va a determinar y, si es necesario, cuantificar la presencia de FcR
solubles. Para dicha determinacion se usa preferiblemente un método de inmunoensayo competitivo, en el cual se
usa como reactivo de competicién un receptor soluble recombinante, mas preferiblemente un FcyR recombinante.
Por medio de este ensayo entre otros, se puede determinar en un inmunoensayo competitivo el estado inmunoldgico
de pacientes con enfermedades crénicas del sistema inmunitario. Enfermedades cronicas en el sentido de estos
procesos son, por ejemplo, SIDA, SLE (lupus eritematoso sistémico), MM (mieloma multiple), o artritis reumatoide, o,
en el caso de FceRIl, B-CLL (Gordon et al., 1987), sindrome hiper IgE (Sarfati et al., 1988) o HCL (Small et al.,
1990).

Un uso adicional ventajoso del receptor recombinante se basa en el escrutinio de sustancias con vistas a su
capacidad para actuar como inhibidores del reconocimiento y union de anticuerpos a los receptores celulares
respectivos.

Por medio de técnicas de escrutinio modernas, tales como HTPS (escrutinio de alto rendimiento), en combinacion
con placas de microtitulacién de mudltiples pocillos y aparatos de pipeteado automaticos, actualmente es posible
ensayar simultaneamente una multitud de sustancias en cuanto a propiedades especificas. Dado que los FcR se
pueden producir facilmente a coste bajo, también se pueden usar en tales ensayos en serie por medio de los cuales
se pueden identificar facilmente sustancias que tienen un efecto inhibidor.
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Se prefiere particularmente tal uso segun el cual los receptores de Fc de acuerdo con la presente invencidn se usan
para encontrar o escrutar inhibidores capaces de inhibir el reconocimiento y la unién de los anticuerpos respectivos
al receptor particular de interés.

Un area adicional de aplicacion de las sustancias reside en el campo farmacéutico. Por tanto, también se describe
una composicion farmacéutica que comprende, como agente activo, un FcR soluble recombinante. Esta composicion
farmacéutica puede comprender, por supuesto, sustancias portadoras y auxiliares utiles convencionales. Tales
sustancias son conocidas por la persona experta en la técnica, debiendo tenerse en cuenta también el modo de
administracion. La composicion farmacéutica se puede usar ventajosamente para el tratamiento o prevencion de
enfermedades autoinmunitarias, alergias o enfermedades tumorales.

Formas solubles de los receptores de Fc, tales como FcyRIll, median la regulacion, especifica del isotipo, del
crecimiento de las células B y la producciéon de inmunoglobulinas. En un modelo de mieloma murino, sFcR suprime
el crecimiento y la produccion de inmunoglobulina de las células tumorales (Mdller et al, 1985; Roman et al, 1988;
Teillaud et al, 1990). Adicionalmente, sFcR se une a la IgG de la superficie en cultivos de células de mieloma
humanas que segregan IgG, y efectia la supresion del crecimiento de las células tumorales y la secrecion de 1gG.
La exposicién prolongada de estas células a sFcR da como resultado la citolisis de las células tumorales (Hoover et
al, 1995).

También, las sobrerreacciones del sistema inmunitario en las reacciones alérgicas, o debidas a una carga masiva de
antigeno, se podrian reducir, por ejemplo, por aplicacion intravenosa de FcR soluble (lerino et al, 1993).

Por lo tanto, también se describe una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de SIDA, artritis
reumatoide o mieloma multiple, que contiene un receptor de Fcy soluble recombinante, y, preferiblemente, un
receptor que tiene la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID NO: 3 ¢ 4.

Fue de gran interés la obtencion de datos de la estructura cristalina de los receptores de Fc y/o de los complejos de
receptor de Fc/lg. Por una parte, son una clave para la comprension de los mecanismos moleculares en el
reconocimiento de los inmunocomplejos. Por otra parte, estos datos estructurales se pueden usar para descubrir
caracteristicas comunes en las estructuras de receptores de Fc diferentes y usar el conocimiento de las estructuras
para generar inhibidores o identificar y producir nuevos receptores de anticuerpos artificiales.

También fue de gran interés la obtencién de informacidon acerca de los sitios de unién concretos de las
inmunoglobulinas a sus receptores respectivos en moléculas tridimensionales existentes naturalmente. A partir de
ello se pueden obtener conclusiones todavia mas precisas acerca de las interacciones entre anticuerpo y receptor, y
también sobre como se pueden modular estas interacciones. A este respecto, modulacién significa una
intensificacion de la interaccién, o una reduccion, que conduce a una inhibicion, v.g., cubriendo los sitios de unién en
una o mas partes del complejo.

Para obtener tales datos de la estructura cristalina y la informacion de conformacién, segun la invencién actualmente
reivindicada, se usa una preparacion cristalina del receptor de Fc soluble recombinante de acuerdo con la invencion.
Los FcR solubles recombinantes de acuerdo con la invencién se pueden obtener sorprendentemente con una
pureza suficiente para producir cristales que proporcionan datos fiables de determinacion de la estructura de rayos
X. Dicha cristalizacion no era posible con las moléculas receptoras producidas hasta ahora, debido principalmente a
su falta de homogeneidad.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a una preparacion cristalina de un receptor de Fcy o Fce segun la
invencién. Aun ofra realizacion de la presente invencion es una preparacion cristalina de un complejo de receptor de
Fcy o Fce soluble segun la invencién junto con la parte Fc de la inmunoglobulina relacionada. En los ejemplos se
muestran realizaciones particularmente preferidas, asi como los datos de la estructura cristalina relevantes. Por la
via del analisis de la estructura de los cristales de las preparaciones cristalinas, se pudieron detectar los
aminoacidos exactos de los complejos de receptor de Fc/lg, que median el acoplamiento. Estos aminoacidos se
muestran en Fig. 6a y 6b, y se indica también el tipo de uniéon entre los aminoéacidos individuales de ambas
moléculas en el complejo. Una realizacién adicional de la presente invencion es por lo tanto el uso de una
preparacion cristalina de un receptor de Fc soluble recombinante para la generacion de datos de la estructura de los
cristales de los receptores de Fc. A partir de estos datos de la estructura de los cristales se puede obtener
informacioén acerca de la estructura tridimensional y los sitios activos para la unién de anticuerpos. Especialmente de
forma preferible es el uso de una preparacion cristalina de un complejo de receptor de Fc soluble recombinante de
acuerdo con la invencién y la molécula de inmunoglobulina correspondiente para la generacion de datos de
estructura cristalina para los complejos. Estos datos permiten determinar las interacciones reales que se forman
entre las dos moléculas, y permiten por primera vez obtener informacion exacta acerca de la interaccion de las
moléculas, confiriendo con ello conocimiento acerca de posibles sitios para inhibicion o intensificacion de la union.
En base a la informaciéon obtenida a partir de los datos de la estructura cristalina, se pueden obtener las
conclusiones necesarias para efectuar la modulacion de la interaccion entre el receptor de Fc y la inmunoglobulina.
Esta modulacion puede variar desde la intensificacion hasta la inhibicién completa hasta una inhibicion de la union.
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Las aplicaciones sefialadas son meramente realizaciones preferidas del uso de los datos de la estructura cristalina.
También parecen posibles muchas otras aplicaciones.

Convenientemente, los datos estructurales para generacion y/o identificacion de inhibidores o nuevos receptores,
respectivamente, se usan en un programa de modelizacion asistido por ordenador.

Son particularmente preferidas para la presente invencién las estructuras de los FcyR o FceR, o complejos de
FcR:fragmento de Fc, como se ejemplifican en las figuras y ejemplos. Tales estructuras se pueden usar para disefiar
inhibidores, antagonistas y moléculas receptoras artificiales.

Programas de ordenador adecuados para disefio y escrutinio de farmacos asistido por ordenador son conocidos por
la persona experta en la técnica, y generalmente estan disponibles. Proporcionan la posibilidad de examinar miles
de composiciones en el ordenador con vistas a su capacidad para unirse a una molécula determinada cuando se
introducen en el ordenador los datos de estructura correspondientes. Con la ayuda de esta posibilidad, se puede
examinar un gran numero de composiciones quimicas conocidas con respecto a su efecto inhibidor o antagonista.
La persona experta en la técnica requiere Unicamente los datos de la estructura cristalina proporcionados por la
presente invencion y un programa de escrutinio disponible comercialmente (Program Flexx: De la GMD-German
National Research Center for Information Technology, Schloss Birlinghoven, D-53754 Sankt Augustin, Alemania).
Por lo tanto, una realizacién preferida de la presente invencion es el uso de los datos de la estructura cristalina
obtenidos para el receptor de Fc soluble recombinante segun la invencién, y para los complejos del receptor de Fc
soluble recombinante segun la invencion y la inmunoglobulina correspondiente, en un programa de modelizacion
asistido por ordenador, para la identificacion y produccion de inhibidores del receptor de Fc.

Igualmente, una realizacion adicional de la presente invencién es el uso de los datos de la estructura cristalina
obtenidos para los receptores segun la invencién y los complejos de receptor/inmunoglobulina, respectivamente,
para la identificacion y preparacién de nuevos receptores de Fc que se pueden usar, v.g., como antagonistas y
competidores. Los datos de la estructura cristalina y los datos acerca de los aminoacidos implicados en la unién a
los receptores de Fc obtenidos a partir de ellos pueden servir, por ejemplo, para generar inmunoglobulinas mutadas
que también se pueden usar como inhibidores. Puede imaginarse que los inhibidores mutados o modificados
quimicamente estan sometidos a unién fuerte y efectian asi un bloqueo de receptores. Por otra parte, los datos
obtenidos para los sitios de uniéon de las inmunoglobulinas también se pueden usar para la identificacion y/o
preparacion de inhibidores para moléculas de inmunoglobulina. Puesto que la presente invencién muestra los sitios
de union al receptor, es facil efectuar un bloqueo de los sitios de unién con la ayuda de moléculas relativamente
simples. Por lo tanto, una materia objeto adicional de la presente invencion es el uso de los datos de la estructura
cristalina obtenidos para los complejos de FcR/lg para la identificacion y/o preparacion de inhibidores de
inmunoglobulinas.

Tales inhibidores de FcR que tienen una estructura tridimensional que es complementaria al FcR soluble
recombinante segun la invencion inhiben la unién de anticuerpos a los FcR.

Ademas, tales inhibidores de las inmunoglobulinas tienen preferiblemente una estructura tridimensional que es
complementaria al sitio de unién de la inmunoglobulina para receptores de Fc solubles recombinantes, e inhiben la
unién de inmunoglobulinas a los receptores de Fc.

El término “complementario” debe entenderse, dentro del marco de la invencioén, en el sentido de que las moléculas
inhibidoras deben ser sustancias que sean capaces de cubrir al menos tantos sitios de union en la inmunoglobulina
o en el receptor de Fc de manera que la unién entre el receptor de Fc y la inmunoglobulina se debilite al menos
decisivamente. El cubrimiento puede tener lugar tanto por unién a los aminoacidos que median la formacion de
complejos de cualquier componente, como también de manera que al menos ya no sea posible la formacién de
complejos, sea por inhibicion estérica o por union a aminoacidos adyacentes, cubriendo no obstante el aminoacido
implicado en la union del complejo entre el receptor de Fc y la inmunoglobulina.

En relacién con la presente invencion, fue posible por primera vez determinar los sitios exactos de unién y los
aminodacidos implicados en la union del anticuerpo y las moléculas receptoras de anticuerpos. Ahora es posible
disefiar moléculas que se unen de forma especifica, y escrutar composiciones candidato en el ordenador. Esto
permite la seleccién de dichas composiciones a partir de una variedad de composiciones candidato posibles que
pueden producir una inhibicion suficiente de la formacion de complejos entre el receptor de Fc y la inmunoglobulina.

Lo que es importante para los inhibidores de la invencion es que, debido a su estructura y especificidad, son
capaces de unirse a los FcR o las inmunoglobulinas, y prevenir asi la unidon normal entre los FcR y las partes
constantes de los anticuerpos.

Preferiblemente, tales inhibidores de FcR o de IgG son pequefias moléculas organicas que se pueden administrar
facilmente por via oral. Son una alternativa interesante a la cortisona en el tratamiento de las enfermedades
autoinmunitarias y los rechazos de hospedante/injerto. Una molécula de este tipo suprimiria también las tasas de
reinfeccion con ciertos virus, v.g. el virus del dengue, en el que el virus recubierto con anticuerpo se internalizar
dependiente de FcyRIllb (Littaua et al, 1990), VIH, en el que, en células T CD4 positivas, una intensificacion de
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anticuerpos de la infeccion por VIH estd mediada por FcyRIll (Hormsy et al, 1989), o Ebola, en el que la
glucoproteina segreaada por el virus inhibe la activacion precoz de los neutréfilos por bloqueo de sFcyRIl, lo que
afecta a la respuesta del hospedante a la infeccion (Yang et al, 1998).

El desarrollo de inhibidores también conduce a sustancias que interfieren con el reconocimiento del IgE por sus
receptores. A partir de la estructura modelada de FceRI, ya se han desarrollado péptidos que inhiben in Vitro la
desgranulacion de mastocitos. Con el conocimiento ahora disponible de las estructuras de los receptores homaélogos
y el complejo de receptor-anticuerpo en detalle atémico, esta abierta una nueva posibilidad para un disefio racional
de farmacos.

El receptor de Fc se une entre los dos dominios CH; del fragmento de Fc en la denominada regién bisagra inferior
(Fig. 8). La regién de unién del receptor de Fc se describe en el Ejemplo 1 (La interfaz de contacto a IgG). Los restos
que promueven la interaccion entre FcR y la inmunoglobulina se muestran en las figuras 7, 10a 'y 10b. De ese modo,
se hacen evidentes tres regiones de interaccion (Fig. 5).

12 regidn: FcR (restos 85 a 87 y resto 110) — Ig (Cadena A, restos 326-328)

La prolina 328 de la Ig esta atenazada por los restos Trp 87 y 110 de manera semejante a un sandwich. Estos restos
estan conservados entre los receptores de IgG e IgE, asi como en las IgG e IgE. Un inhibidor que se uniera a esta
region prominente interferiria fuertemente con la unién. Esta region es adicionalmente atractiva para el disefio de
inhibidores, debido a que se podria emplear la region de superficie hidréfoba expuesta, que comprende los restos
Trp 87, lle 85, Gly 86 de los receptores, para obtener energia de unién adicional. Los grupos funcionales de Thr 113
y las cadenas laterales de Glu 18 y Lys 19 en la vecindad pueden contribuir especialmente a la unién especifica de
inhibidores.

22 region: FcR (restos 126—132 y restos 155-158) — Ig (Cadena A y Cadena B, restos 234-239)

Los restos 234-239 amino terminales de ambas cadenas de Ig son reconocidos de modo diferente por el FcR,
rompiendo de ese modo la doble simetria del fragmento de Fc. Estos restos de la cadena A del fragmento de Fc con
restos Val 155 — Lys 158 del receptor, y los mismos restos de la cadena B del fragmento de Fc estan en contacto
con restos Gly 126 — His 132 del receptor. Esta region muestra las diferencias maximas en el alineamiento de
secuencias de los receptores, asi como de las inmunoglobulinas, y deberia por lo tanto estar implicada en la
generacion de especificidad. Esta hendidura profunda entre las cadenas del fragmento de Fc es muy adecuada para
el disefio de inhibidores, y seria el sitio de eleccién para el desarrollo de inhibidores cuando estan implicados
aspectos de especificidad.

32 region: FcR (restos 117, 126 y 129-132) — Ig (Cadena B, restos 264—265 y restos 296—297)

Esta region de union se caracteriza por un agrupamiento de restos de aminoacidos que poseen grupos funcionales
en sus cadenas laterales, que podrian emplearse de diversas maneras para el disefio de inhibidores en el lado del
contacto del receptor y de la Ig.

Las moléculas que interaccionan con una o mas de las regiones descritas anteriormente, y se disefian o escrutan
explicitamente para explotar el conocimiento de los sitios de unién, son consideradas inhibidores segun la invencion.

También se describen composiciones farmacéuticas que contienen, como agente activo, un inhibidor de FcR o un
inhibidor de inmunoglobulina como se menciona anteriormente. Tales composiciones farmacéuticas se pueden usar,
por ejemplo, en el tratamiento o prevencion de enfermedades que son debidas a sobrerreacciones o reacciones
defectuosas del sistema inmunitario, preferiblemente el tratamiento o prevencion de alergias, enfermedades
autoinmunitarias o choque anafilactico.

También se describe el sFcR unido a una fase sélida. Tales receptores heterogéneos se pueden usar para
inmunoensayos u otras aplicaciones en las que se puede usar beneficiosamente el receptor en forma inmovilizada.

La fase sélida es un material soporte de cromatografia sobre el cual se fija el receptor de Fc, v.g., sefarosa, sulfato
de dextrano, etc. Tales materiales de cromatografia con receptores de Fc unidos a los mismos se pueden usar
ventajosamente para la adsorcion de inmunoglobulinas de la sangre, plasma o suero de pacientes, o del
sobrenadante de cultivo de células productoras de inmunoglobulinas (lo que significa concentracion, enriquecimiento
y purificacion de anticuerpos).

Por una parte, los anticuerpos unidos al material de cromatografia se pueden eluir, y, por ejemplo, de ese modo se
puede determinar el estado inmunolégico de un paciente. Por otra parte, los anticuerpos procedentes de la sangre
de un paciente se pueden enriquecer de ese modo antes de llevar a cabo ensayos adicionales. En muchos casos es
dificil realizar ensayos de diagnéstico usando muestras de sangre si estas Ultimas contienen solamente un ndimero
muy pequefo de los anticuerpos a identificar. Por medio de una concentracion usando una columna cromatografica
especifica con receptores de Fc, los anticuerpos de interés se pueden concentrar y separar facilmente de muchas
otras sustancias que podrian alterar el ensayo.
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Basicamente, es posible también usar un material de cromatografia en un sistema de perfusion extracorpoéreo para
lavado de la sangre en caso de ciertas enfermedades en las cuales la eliminacidén de anticuerpos desempefia un
papel crucial.

Sin embargo, también es posible usar otro material como fase solida al cual esté acoplado el receptor de Fc soluble,
v.g. placas de microtitulaciéon o pequefias vasijas de reaccion, a cuyas paredes se unen los receptores de Fc directa
o indirectamente. Dichas fases sodlidas y dichas vasijas pueden ser particularmente importantes para métodos de
diagnostico, dado que permiten el escrutinio usando inmunoensayos, v.g. para detectar la presencia de ciertas
inmunoglobulinas en la sangre u otros fluidos corporales de los pacientes.

Para resumir, los receptores de Fcy o Fce solubles recombinantes, proporcionados por la presente invencion, asi
como la determinacion estructural correspondiente de las preparaciones cristalinas de estos receptores, y de
complejos cristalinos de receptores e inmunoglobulinas, permiten por primera vez llevar a cabo un disefio racional de
farmacos, a partir de los cuales es posible modular la interaccién entre las inmunoglobulinas y los receptores de Fc
en células o receptores solubles. Tal modulacién es preferiblemente una inhibicién, por medio de la cual tiene lugar
la inhibicion de la formacién de un complejo de IgG y receptor de Fc cubriendo, y preferiblemente uniendo,
moléculas inhibidoras al receptor de Fc o a la inmunoglobulina. Hay diversas aplicaciones médicas para tales
farmacos moduladores, y en particular de inhibidores, y sélo se han mencionado de forma ejemplar algunas de estas
aplicaciones en el marco de la presente memoria descriptiva. Esto no puede excluir, y no deberia excluir, la
aplicabilidad de tales moléculas que se han disefiado o identificado en base a los hallazgos sobre la estructura
molecular o complejos de FcR/Ig descritos aqui para el tratamiento o prevencion de otras perturbaciones de la salud.

Los Ejemplos siguientes tienen por objeto ilustrar adicionalmente la invencion en asociaciéon con las Figuras.
Ejemplo 1

shFcyRIlb (FcyRIIb humano soluble)

1.1 Clonacién y Expresion

El ADNc de FcyRIIb2 humano (Engelhardt et al, 1990) se modificé usando PCR mutagena (Dulau et al, 1989). Por lo
tanto, se usé un cebador directo para la introduccidon de una nueva metionina de partida después del sitio de
escision del péptido sefial dentro de un sitio Ncol (5-AAT AGA ATT CCA TGG GGA CAC CTG CAG CTC CC-3)),
mientras que el cebador inverso introducia un codén de parada entre la parte extracelular putativa y la region
transmembranica seguida por un sitio Sall (5-CCC AGT GTC GAC AGC CTA AAT GAT CCC C-3’). El producto de
la PCR se digiri6 con Ncol y Sall, se cloné a un vector de expresion pET11d (Novagen) y se confirmé la secuencia
propuesta. El constructo final se propagé en BL21 (DE3) (Grodberg y Dunn, 1988). Para la sobreexpresiéon de
FcyRIlb, una sola colonia de las bacterias transformadas se inoculé en 5 ml de medio LB que contenia 100 ug de
ampicilina por ml (LB—Amp 100), y se incub6 toda la noche a 37°C. El cultivo se diluyé 200 veces en LB—-Amp 100, y
la incubacién se continué hasta que se alcanzé una DO600 de 0,7-0,9. La sobreproduccién de la proteina se indujo
afadiendo IPTG a una concentracién final de 1 mM. Después de un periodo de crecimiento de 4 horas, las células
se cosecharon por centrifugacion (30 min, 4000 x g) y se resuspendieron en tampén de tratamiento de ultrasonidos
(fosfato de sodio 30 mM, cloruro de sodio 300 mM, azida de sodio al 0,02%, pH 7,8). Después de afadir 0,1 mg de
lisozima por ml de suspension, e incubar durante 30 min a temperatura ambiente, se realiz6 el tratamiento con
ultrasonidos en hielo (Branson Sonifier, Danbury, CT; Macrotip, potencia 90%, intervalo 80%, 15 min). La suspension
se centrifugd (30 min, 30.000 x g) y se resuspendioé con un homogeneizador Dounce en tampoén de ultrasonidos que
contenia 0,5% de LDAO. La etapa de centrifugacion y la resuspension en tampén que contenia LDAO se repitidé una
vez mas antes de repetir este procedimiento dos veces sin LDAO. Los cuerpos de inclusion purificados se
almacenaron a 4°C.

1.2 Replegamiento y purificacion de FcyRIIb humano soluble (shFcyRIIb)

Los cuerpos de inclusién purificados se disolvieron hasta una concentracién de proteina de 10 mg/ml en cloruro de
guanidina 6M, 2—mercaptoetanol 100 mM, y se separaron del material insoluble por centrifugacion. El replegamiento
se logré por dilucion rapida. Por lo tanto, se dejo caer gota a gota 1 ml de la disolucién de cuerpos de inclusién bajo
agitacion en el transcurso de 15 horas en 400 ml del tampdn de replegamiento (TRIS/HCI 0,1M, arginina 1,4M,
cloruro de sodio 150 mM, GSH 5 mM, GSSG 0,5 mM, PMSF 0,1 mM, azida de sodio al 0,02%, pH 8,5, 4°C).
Después, la mezcla se agité durante 2-3 dias hasta que la concentracion de grupos tiol libres se redujo a 1 mM por
oxidacion al aire, tal como se midié de acuerdo con Ellman (Ellman, 1959). La disolucion se dializé frente a PBS, y
se filtré en condiciones estériles antes de concentrarla 10 veces en una celda de agitacién equipada con una
membrana de ultrafiltracion MWCO de 3 kD. La disolucién de proteinas se aplicé a una columna de sefarosa higG
(50 mg de higG por ml de sefarosa 4B). La proteina no unida se separ6 por lavado con TRIS 50 mM, pH 8,0, antes
de la elucién de FcyRIIb por salto de pH (cloruro de sodio 150 mM, glicina 100 mM, azida de sodio al 0,02%, pH 3,0).
El eluato se neutralizé inmediatamente con TRIS 1M, pH 8,0. La disolucion que contenia FcyRIIb se concentrd y se
sometid a filtracion en gel en una columna Superdex—75 equilibrada con tampdn de cristalizacion (MOPS 2 mM,
cloruro de sodio 150 mM, azida de sodio al 0,02%, pH 7,0). Las fracciones que contenian FcyRIlb se agruparon, se
concentraron hasta 7 mg/ml y se lamacenaron a —20°C.
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1.3 Experimentos de filtracion en gel en el equilibrio

Se conectd una columna Superdex 75 a FPLC y se equilibr6 con PBS que contenia 10 pg de shFcRIIb por ml. El
fragmento de Fc humano se disolvié hasta una concentracion de 1 ng/10 ul en el tampdn de equilibrio, y se inyecté.
El cromatograma resultante produjo un pico positivo que comprendia el complejo del shFcyRIIb y el fragmento de Fc,
mientras que el pico negativo representa la falta de receptor consumido por el tampon de ejecuciéon para la
formacion del complejo.

1.4 Cristalizacioén y recogida de datos

Se llevaron a cabo ensayos de cristalizacion iniciales empleando una pantalla de matriz dispersa de condicion 96
(Jancarik y Kim, 1991) en gotas inmdviles a 20°C usando el método de difusion de vapor. Los cristales que se
produjeron se mejoraron cambiando el pH asi como la concentracion de sal, reactivo precipitante y aditivos. Los
datos de difraccion obtenidos de cristales adecuados se recogieron en un sistema de imagenes en placa (MAR
Research) usando radiacién CuK, monocromatica de grafito a partir de un generador de anodo rotativo RU200b
(Rigaku) que operaba a 50 kV y 100 mA. Las reflexiones se integraron con el programa MOSFLM (Leslie, 1997) y
subsiguientemente los datos se escalaron, se redujeron y se truncaron para obtener las amplitudes de estructura—
factor usando las rutinas del conjunto de programas CCP4 (Collaborative Computational Project, 1994).

1.5 Sumario de la expresion, purificacion y replegamiento de shFcyRIIb

La parte extracelular de FcyRllb se expresd a niveles altos bajo el control de un promotor T7 en la cepa BL21/DE3
de E. coli positiva a la T7 ARN polimerasa (Grodberg y Dunn, 1988). La proteina se depositdé en cuerpos de
inclusion, los cuales se emplearon en la primera etapa de purificacion. El aislamiento de los cuerpos de inclusion se
inicié con un procedimiento intenso combinado lisozima/ultrasonidos para abrir virtualmente todas las células que en
caso contrario podrian contaminar el producto. Las etapas de lavado subsiguientes con el detergente LDAO, que
tiene propiedades excelentes disolviendo impurezas pero no los cuerpos de inclusidon propiamente dichos
proporciond ya un producto con una pureza >90% (Fig. 1).

Este producto se utilizé para pruebas de replegamiento sin purificacion ulterior. Los cuerpos de inclusion se
disolvieron en una concentracién alta de 2—mercaptoetanol y guanidina para asegurar el desplazamiento de los
agregados covalentes y no covalentes a mondmeros. Esta disolucion se diluyé rapidamente con tampdn de
replegamiento para minimizar los contactos entre las moléculas de proteina no plegadas que en caso contrario
formarian agregados. El uso de arginina en el tampdn de replegamiento impide la modificacion irreversible de las
cadenas laterales que se reconoce a menudo con urea. Después de la adicion de la proteina al tampoén de
replegamiento, la disolucion se agité a 4°C hasta que la concentracion de grupos tiol libres se redujo a 1 mM, lo cual
era absolutamente necesario dado que la dialisis precoz daba como resultado un producto inactivo. En una segunda
etapa de purificacion, el FcyRIlb dializado y replegado se unié a higG inmovilizada para eliminar las fracciones
menores de proteinas de E. coli y el receptor inactivo. La proteina se eluyé con un salto de pH y se neutralizd
inmediatamente. Después de esta etapa de cromatografia de afinidad, el shFcyRIIb es esencialmente puro a
excepcion de una pequefia contaminacion resultante de la IgG coeluyente que lixivié de la matriz incluso después de
uso repetido (Fig. 1). La IgG asi como los multimeros receptores que no son visibles en la SDS-PAGE reductora
pudieron eliminarse facilmente por filtracion con gel. Paralelamente a la eliminacion de los contaminantes en esta
etapa, el tampon se cambia cuantitativamente. Este procedimiento asegura una composicion definida de la
disolucion de proteinas dado que incluso ligeras variaciones pueden causar irreproducibilidad de los intentos de
cristalizacion, o incluso inhibir la formacion de cristales. Globalmente, se pudieron obtener 6 mg de proteina pura por
litro de cultivo de E. coli, lo cual es aproximadamente 10% del contenido de FcyRIIb de los cuerpos de inclusion.

La secuenciacion de la proteina N-terminal reveldé la identidad con la secuencia esperada HoN-GTPAAP sin
contaminacion detectable. El analisis ESI-MS demostré que el material final usado en las pruebas de cristalizacion
es homogéneo en lo que respecta al tamafio. A partir de la secuencia primaria, se calcul6 que el peso molecular era
20434 Da, que se corresponde con 20429 Da encontrado por espectroscopia de masas. La discrepancia esta dentro
del error del instrumento, y no se encuentra ningln pico adicional para una especie que contenga la metionina
conductora.

La cristalizacion de shFcyRIIb se realizé en gotas inmoviles usando el método de difusion de vapor. Las pruebas
iniciales con una pantalla de matriz dispersa (Jancarik y Kim, 1991) dieron como resultado ya pequefias agujas
cristalinas. La optimizacién subsiguiente de la condicion de cristalizacion preliminar variando el precipitante, la sal, su
concentracion y el pH condujo al aislamiento de tres formas cristalinas diferentes. Crecieron cristales ortorrémbicos a
partir de la mezcla de 1,5 pl de disolucién del depésito (33% de PEG2000, acetato de sodio 0,2M, pH 5,4) con 3 pl
de la disolucidon de proteinas. Los cristales aparecieron al cabo de tres dias, y alcanzaron su tamafio final de
aproximadamente 80 pm x 80 pm x 500 pm después de una semana. Estos cristales producian difracciéon a 1,7A.
También se puedieron hacer crecer cristales en otros dos grupos espaciales a partir de la disolucion de depdsito que
contenia 26% de PEG8000, acetato de sodio 0,2M, pH 5,6, Zn(OAc), 5 mM, cloruro de sodio 100 mM (forma
hexagonal) y 26% de PEG8000, NaOAc 0,2M, pH 5,6, 10% (v/v) de 1,4—dioxano, cloruro de sodio 100 mM (forma
tetragonal). Estos cristales eran de tamafio adecuado para analisis por rayos X, pero producian difraccion
anicamente a 2,7A 'y 3,8A para las formas cristalinas tetragonal y hexagonal respectivamente (Tabla 1).
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Se expresé FcyRIl en E. coli, lo que, ademés de los costes de produccion comparativamente bajos y la
disponibilidad, presenta varias ventajas, especialmente cuando la glucosilacion llevada a cabo por células de
mamifero no es necesaria para la funcion de la proteina, como en el caso de FcyRIl, en la que la unién de IgG ocurre
independientemente de la unién de carbohidratos (Sondermann et al, 1998A). En E. coli se puede generar
reproduciblemente un producto homogéneo, lo cual esta en contraste con la expresion en células de mamifero, en
las que se observan a menudo varianzas dependientes de los lotes. En un sistema de este tipo, el producto se
expone durante varios dias a proteasas a temperaturas superiores a 30°C. Por el contrario, la expresién de la
proteina en E. coli bajo el control del promotor fuerte T7 a 37°C conduce frecuentemente a la formacién de cuerpos
de inclusion inaccesibles a las proteasas. Una ventaja adicional de la expresion en bacterias es que el material podia
considerarse exento de gérmenes patégenos, que podrian proceder del suero de ternero fetal empleado o de la
linea de células propiamente dicha. En la expresion en mamiferos debe tenerse un cuidado particular durante la
purificacion de la proteina diana, dado que se pueden copurificar hormonas potenciales o factores de crecimiento
efectivos. Ya se ha dado a conocer un caso en el que los efectos de sFcyR se adscribieron a una contaminacién con
TGFB1 (Galon et al, 1995).

1.6 Purificacion

El procedimiento de purificacion es directo. Se compone de tres etapas que pueden realizarse faciimente en un solo
dia. La proteina se obtiene en una forma pura y con altos rendimientos, y podria incluso obtenerse con una calidad
considerable sin la costosa columna de afinidad de IgG. El éxito de un protocolo de este tipo dependeria de la
preparacién cuidadosa de los cuerpos de inclusion, dado que la mayoria de las impurezas pueden eliminarse ya en
la primera etapa de purificacion.

1.7 Caracterizacion

El FcyRIIb purificado se caracterizé por SDS—-PAGE y enfoque isoeléctrico, asi como por secuenciacion N—terminal y
espectroscopia de masas. Asi, el material puede considerarse puro y homogéneo con respecto a su composicion
quimica, pero la cuestion intrigante de si el receptor esta plegado correctamente sigue sin ser esclarecida. Todas las
cisteinas estan apareadas, dado que no se detectan grupos tiol libres con el ensayo de Ellman. El material es
monomeérico, y eluye con el tiempo de retencién esperado en picos de forma simétrica a partir de una columna de
cromatografia de exclusion de tamafios. Adicionalmente, FcyRIIb se une a IgG—sefarosa, y el FcyRllb recombinante
de E. coli es activo dado que se une especificamente a IgG.

1.8 Cristalizacion

La forma cristalina ortorrémbica de FcyRlIb difractd los rayos X a una resolucion de 1,7A, lo cual es una mejora
espectacular en comparacion con los cristales dados a conocer previamente de la misma molécula derivada de la
expresion en células de insecto (Sondermann et al, 1998A). Estos cristales producian difraccion a 2,9A, y eran del
grupo espacial P3421. Asi pues, la glucosilacion del receptor derivado de células de insecto influye en las
condiciones de cristalizacion. En lugar del grupo espacial trigonal, se encuentran tres formas cristalinas diferentes.
Después de una posible resolucién de la estructura, estas formas cristalinas contribuiran a identificar las
conformaciones artificiales de la proteina debidas a contactos de los cristales.

Los FcyR no exhiben similitud alguna de secuencia con otras proteinas, pero, debido a una separacién conservada
de las cisteinas, se afilian a la superfamilia de las inmunoglobulinas. Por esta razén, se intento resolver la estructura
por reemplazamiento molecular, pero numerosas pruebas en que se usaron dominios de IgG procedentes de una
diversidad de moléculas fracasaron. Asi pues, la estructura de FcyRIlb tiene que resolverse por los métodos de
reemplazamiento isomaorfico multiple.

Se ha demostrado por primera vez que puede obtenerse FcyRIIb en una forma activa a partir de E. coli. Esto
constituye la base para investigaciones cristalograficas que redundaran pronto, debido a los cristales de calidad
excepcional ya obtenidos, en la resolucién de la estructura de esta importante molécula. La estructura proporcionara
informacién acerca del sitio de unién de 1gG, y proporcionara un punto de partida para el disefio, basado en el
conocimiento, de farmacos que interfieren con el reconocimiento del ligando por su receptor. Adicionalmente, debido
a la gran homologia entre FcyRllb y otros FcR, incluyendo FceRla, parece posible que estas moléculas puedan
producirse de la misma manera, lo cual podria proporcionar un material valioso para la investigacion en curso.

1.9 Métodos
Quimica de la proteina

Se expreso FcyRIlIb humano soluble recombinante en E. coli, se replegd, se purificé y se cristaliz6 como se ha
descrito en otro lugar (Sondermann et al, 1988B). Resumidamente, la region extracelular putativa de hFcyRIIb2
(Engelhardt et al, 1990) se sobreexpresd en E. coli. Los cuerpos de inclusion se purificaron por tratamiento de las
células con lisozima, y tratamiento con ultrasonidos subsiguiente. La suspensioén resultante se centrifugé (30 min a
30.000 x g) y se lavo con tampoén que contenia 0,5% de LDAO. La etapa de centrifugacién y la resuspension en
tampodn que contenia LDAO se repitié una vez mas antes de repetir este procedimiento dos veces sin LDAO. Los
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cuerpos de inclusion se resolvieron en hidrocloruro de guanidina 6M, y la proteina se renaturaliz6 como se ha
descrito. La disolucidn de proteina dializada y filtrada se aplicd a una columna de higG sefarosa, y se eluyé por un
salto de pH. Las fracciones neutralizadas concentradas se sometieron a cromatografia de exclusién de tamafos en
una columna Superdex—75 (26/60, Pharmacia).

Cristalizacion

La cristalizaciéon se realizdé en gotas inmdéviles a 20°C usando la técnica de difusion de vapor. Los escrutinios de
cristalizacién se realizaron cambiando el pH, sal, precipitante y aditivos. Los cristales finales usados para la recogida
de datos se dejaron crecer en 33% de PEG2000, acetato de sodio 0,2M, pH 5,4 (forma ortorrombica), 26% de
PEGB8000, acetato de sodio 0,2M, pH 5,6, 10% (v/v) de 1,4—dioxano, cloruro de sodio 100 mM (forma tetragonal), y
26% de PEGB8000, acetato de sodio 0,2M, pH 5,6, Zn(OAc), 5 mM, cloruro de sodio 100 mM (forma hexagonal). La
proteina derivada de células de insecto se cristalizd en 32% de PEG6000, acetato de sodio 0,2M, pH 5,3.

Preparacion de derivados de atomos pesados

Los derivados de atomos pesados se prepararon empapando los cristales en el tampdn de cristalizacion que
contenia cloruro de (2,2'-6,2-terpiridinio)platino(ll) 2 mM durante 24 horas, o cloruro de uranilo 10 mM durante 8
dias.

Recogida de datos de rayos X

Los datos de difraccion se recogieron en un sistema de imagenes en placa (MAR Research) usando radiacion CuK,,
monocromatica de grafito a partir de un generador de anodo rotativo RU200b (Rigaku) que operaba a 50 kV y 100
mA. Las reflexiones se integraron con el programa MOSFLM 5.50 (Leslie, 1997), y subsiguientemente los datos se
escalaron y truncaron para obtener las amplitudes de estructura—factor usando las rutinas del conjunto de programas
CCP4 (Collaborative Computational Project, 1994).

Determinacion de la estructura

La estructura se resolvi6é con los procedimientos estandar del método MIR. Del gran niumero de remojos realizados
con componentes de atomos pesados diferentes, solamente los dos compuestos produjeron mapas de Patterson
interpretables. Las posiciones de los atomos pesados para cada derivado se determinaron a partir de los mapas de
Patterson diferenciales, y se calcularon las fases iniciales. Se usaron mapas de Fourier diferenciales de fases
cruzadas para confirmar las posiciones de los atomos pesados y establecer un origen comun para los derivados. Se
incluyeron datos anémalos para discriminar entre los enantidmeros. Los parametros de los atomos pesados se
refinaron ulteriormente con el programa MLPHARE procedente del paquete CCP4, lo que condujo a las estadisticas
recopiladas en la Tabla 2. Se calculé un mapa de densidad electronica hasta una resolucién de 2,1A, y las fases se
mejoraron ulteriormente por aplanamiento con disolvente y apareamiento de histogramas con el programa DM del
conjunto CCP4. El mapa de densidad electronica resultante era de calidad suficiente para disponer la mayor parte
de los restos de aminoacidos. La construccion del modelo se realizé con O (Jones et al, 1991) en una estacion de
trabajo Indigo2 (Silicon Graphics Incorporation). El refinamiento de la estructura se realiz6 con XPLOR (Bringer et
al, 1987) aumentando gradualmente la resolucion hasta 1,7A usando el conjunto de parametros de Engh y Huber
(Eng y Huber, 1991). Cuando la estructura estuvo completa después de varias tandas de construccion del modelo y
refinamiento de los factores B de restriccion individuales (Rrac = 29%/Riibre = 36%), se incorporaron 150 moléculas de
agua en la densidad electrénica cuando un mapa de Fo—Fc contorneado a 3,5 o coincidié con la densidad
electronica bien definida de un mapa de 2Fo—Fc contorneado a 1 o. La estadistica de refinamiento resultante se
muestra en la Tabla 3.

1.10 Determinacioén de la estructura

La estructura cristalina del FcyRIlb humano soluble recombinante se resolvid por reemplazamiento isomérfico
multiple (MIR) hasta resolucién de 1,7A, dado que una resolucion de la estructura por reemplazamiento molecular
con dominios aislados del fragmento de Fc de la IgG1 humana (Huber et al, 1996, entrada PDB 1fc1; Deisenhofer,
1981) fracasaba. La parte extracelular putativa del receptor (restos de aminoacidos 1-187 como se representan en
SEC ID NO: 2) se utilizé para pruebas de cristalizacion (Sondermann et al, 1998B), mientras que el modelo contiene
los restos 5-176, dado que los términos son flexibles y no atribuibles a la densidad electronica. Adicionalmente, el
modelo contiene 150 moléculas de agua, y las estadisticas de refinamiento se resumen en la Tabla 2. La estructura
contiene una prolina cis en la posicion 11. Ninguno de los angulos de torsion de la cadena principal esta localizado
en regiones rechazadas del grafico de Ramachandran. Se utilizé el modelo totalmente refinado para resolver la
estructura de la misma proteina en cristales del grupo espacial P4,2:2 y de la forma glucosilada derivada de células
de insecto en cristales del grupo espacial P3121 (Tabla 2).

La cadena polipeptidica de FcyRIIb se pliega en dos dominios semejantes a Ig como era de esperar por su afiliacion
dentro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Cada dominio se compone de dos laminas beta que estan
dispuestas en un sandwich, conectando el puente de disulfuro conservado las hebras B y F en las laminas opuestas
(Fig. 3). Tres hebras B anti—paralelas (A1, B, E) se oponen a una laminas de cinco hebras B (C’, C, F, G, A2), con lo
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cual la cadena A1 abandona la lamina B de tres hebras y sufre cruzamiento con la laminas anti—paralela de cuatro
hebras, afiadiendo la quinta hebra paralela corta A2. La disposicion de los elementos de la estructura secundaria,
asi como su conectividad, es idéntica en ambos dominios del FcyRIlb, y un ajuste de cuerpo rigido de un dominio
sobre el otro reveld una distancia r.m.s. de 1,29A de 67 atomos Ca. coincidentes.

Los dominios estan dispuestos de modo casi perpendicular entre si, encerrando un angulo de 70 grados entre sus
ejes largos, que forman una estructura global acorazonada. Esta disposicion da como resultado una regién de
contacto extensa entre los dominios (Fig. 4). Los restos de la cadena A2 y del segmento que enlaza A2 y A1 del
dominio N-terminal estan entrelazados con los restos de las cadenas A1 y B del dominio C—terminal. Esta region
esta fuertemente compactada, y la interaccion se ve reforzada por varios enlaces de hidrogeno, dando como
resultado una disposicién rigida. Esto se confirma por la conservacion de la estructura en tres grupos espaciales
diferentes. En las formas cristalinas ortorrombica, tetragonal y hexagonal (derivadas de células de insecto) se
encuentra una desviacion menor que 2° en el angulo entre dominios.

1.11 Estructuras globales

La estructura del FcyRIIb humano recombinante derivado de E. coli se resolvié por MIR hasta 1,7A de resolucion a
partir de cristales ortorrdmbicos. Se encuentra una estructura esencialmente idéntica en cristales tetragonales y, con
proteina derivada de células de insecto, en cristales hexagonales. En las tres estructuras, los uUltimos nueve restos
de la cadena del polipéptido se encontraron desordenados. La flexibilidad de la regién enlazadora C—terminal entre
el nucleo estructurado de la molécula y la parte transmembranica puede ser funcionalmente importante para permitir
alguna reorientacion del receptor a fin de mejorar el reconocimiento de las partes de Fc en los inmunocomplejos.

1.12 Receptores homadlogos

Los dominios de Ig encontrados en la superfamilia de proteinas de |g se caracterizan por una estructura en
sandwich beta, conectando un puente disulfuro conservado dos hebras de las laminas opuestas. La disposiciéon
tipica de las hebras beta anti—paralelas 3 y 4 que forman un sandwich como el encontrado en FcyRIllb ocurre
también en el receptor de las células T, fragmento de Fc, CD4 o el fragmento de Fab. Una alineacion estructural de
los dominios de Ig individuales de estas moléculas con los dos dominios de FcyRIIb muestra una estructura comun,
estrechamente relacionada. Sin embargo, la disposicion relativa de los dominios no esta relacionada en estas
moléculas, y abarca un amplio sector. A pesar de la similitud estructural entre los dominios de Ig de diferentes
moléculas y la desviacion r.m.s. sorprendentemente baja de los atomos Ca que resultan cuando se superponen los
dos dominios de FcyRIl, no se encuentra ninguna similitud significativa de secuencias (Figs. 5a y 5b). Una alineacion
de secuencias basada en la estructura muestra un patrén de hidrofobia conservado a lo largo de la secuencia de los
dominios, junto con, ademas de las cisteinas, solo pocos restos de aminoacidos idénticos. Se prepard primeramente
una alineacion basada en la estructura de los dos dominios C—terminales de la cadena pesada de IgG1 y el FcyRIlb,
y se afadieron las secuencias de los otros dominios de FcyR y FceRla relacionados. Esto demuestra que las
secuencias de los tres dominios FcyRI y los receptores de los dos dominios son compatibles con el patron de
hidrofobia de los dominios de Ig y se revelan varios restos de aminoacidos conservados. Primeramente, los
diferentes dominios de un FcR estan mas relacionados entre si que a los dominios de Ig de otras moléculas de la
superfamilia de Ig. En segundo lugar, los dominios N-terminales de los receptores estan relacionados entre si como
lo hacen los segundos dominios. En tercer lugar, la secuencia del tercer dominio de FcyRIl muestra caracteristicas de
ambos grupos de dominios. Considerados en su conjunto, se confirma la afiliacién de los FcR en la superfamilia de
Ig y se especula que todos los dominios de FcR proceden de un ancestro comun, un antiguo receptor de un solo
dominio que adquirié un segundo dominio por duplicacion génica. El desarrollo divergente ulterior de un receptor de
dos dominios de este tipo dio como resultado la actual diversidad, incluyendo FcyRI, que adquirié un tercer dominio.

La conservacion de estos restos de aminoacidos que contribuyen al contacto entre dominios en FcyRllb en la
alineacion es un indicio de una disposicion de dominios similar en diferentes receptores. En la Tabla 4, los restos
que contribuyen con sus cadenas laterales al contacto entre dominios (Fig. 4) estan recopilados para FcyRllb, junto
con los restos de aminoacidos correspondientes en otros receptores de acuerdo con la alineacion de secuencias
basada en estructuras de Fig. 5b. Excepto para Asn15, que no esta conservado entre los FcR, los restos implicados
son idénticos o estan reemplazados de modo conservativo, proporcionando un fuerte respaldo para una estructura y
disposicion de dominios similar en todos los FcR.

1.13 La interfaz de contacto a IgG

Una informacién limitada acerca de las interacciones de FcR con sus ligandos esta disponible a partir de estudios de
mutagénesis (Hogarth et al, 1992; Hulett et al, 1994; Hulett et al, 1995). Intercambiando sistematicamente bucles
entre las hebras 3 de FcyRlla para los restos de aminoacidos de FceRla, se evaluaron los bucles B/C, C'/E y F/G del
domino C-terminal como importantes para la unién de ligandos (Fig. 3, Fig. 5b). En el modelo de estructura, estos
bucles son adyacentes y estan libremente accesibles al ligando potencial. Adicionalmente, la mayoria de los restos
de aminoéacidos en estos bucles se intercambiaron por alaninas por mutaciones de un solo sitio que dieron como
resultado una alteracién drastica de la afinidad de FcyRlla por la IgG1 humana dimera. Asimismo, el intercambio de
un solo aminoacido Arg 131 a His en el domino C-terminal (bucle C'/E) en el polimorfismo respondedor
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alto/respondedor bajo, que altera la afinidad del FcyRlla por IgG1 murina, apunta a dicha regién. Asi, los restos de
aminoacidos en esta area son importantes para la union de ligandos o para la integridad estructural de esa region.
En este caso, la estructura muestra un agrupamiento de los restos de aminoacidos hidréfobos Pro 114, Leu 115 y
Val 116 en la vecindad de Tyr 157. Este parche esta separado de la region Leu 159, Phe 121 y Phe 129 por los
restos de aminoacidos cargados positivamente Arg 131 y Lys 117 que sobresalen de la estructura central (Fig. 5b).

1.14 Glucosilacion

En la secuencia de FcyRIlb, se encuentran tres sitios de N—glucosilacion potenciales. Los tres sitios se encuentran
en la superficie de la molécula, y son accesibles. Estan localizados en los bucles E/F (N61 y N142) de ambos
dominios y en la hebra E (N 135) del dominio C—terminal (Fig. 3, Fig. 6). Dado que el material usado para la
resolucion de esta estructura se obtuvo a partir de E. coli, no contiene carbohidratos, mientras que los FcR aislados
de células de mamifero estan altamente glucosilados. Los tres sitios de glucosilacion potenciales estan localizados
bastante lejos de la regién de unién de IgG putativa, y el FcyRIllb humano no glucosilado se une a IgG humana, lo
que sugiere un papel menor de la glucosilacién en la union. Esto fue confirmado por la estructura del FcyRIlb
producido en células de insecto que esta glucosilado (Sondermann et al, 1998A). Excepto por un cambio de 2° del
angulo de interdominio debido posiblemente a contactos con cristales diferentes, no se encontraron diferencias entre
las estructuras de la proteina glucosilada y no glucosilada. Los tres sitios de glucosilacion se usan soélo
opcionalmente como se demuestra por SDS—PAGE, en el que el material aparece en cuatro bandas. No se encontré
densidad electronica adicional alguna para dichos azucares como consecuencia de la heterogeneidad quimica y
estructural.

Ejemplo 2 (Ejemplo Comparativo)
shFcyRIIA (FcyRIla humano soluble)

Los procedimientos se realizaron de acuerdo con el Ejemplo 1, excepto en lo que se refiere a los cambios que se
indican:

2.1 Clonacion y Expresion

Se generd shFcyRlla mutando el ADNc de tipo salvaje respectivo (Stengelin et al, 1988) y se expres6 de acuerdo
con el Ejemplo 1 con los cebadores mutagenos enumerados en la Tabla 5. Para la expresion de la proteina se
selecciond un vector pTT22b +.

2.2 Replegamiento y purificacion

Se repleg6 shFcyRlla de acuerdo con el Ejemplo 1 con el tampdn de replegamiento respectivo que se indica en la
Tabla 6.

2.3 Cristalizacion

Se cristalizé shFcyRlla como se describe en las condiciones indicadas en la Tabla 7.

2.4 Determinacion de la estructura

La estructura se resolvié con el método de reemplazamiento isomorfo, con shFcyRIIb como modelo de investigacion.
Ejemplo 3

shFcyRIIl (FeyRIIl humano soluble)

El procedimiento se realiz6 de acuerdo con el Ejemplo 1, excepto en lo que respecta a los cambios que se indican:
3.1 Clonacion y Expresién

Se genero shFcyRIIl mutando el ADNc de tipo salvaje respectivo (Simmons y Seed, 1988), y se expresé de acuerdo
con el Ejemplo 1 con los cebadores mutagenos enumerados en la Tabla 5. Para la expresion de la proteina se
selecciono un vector pET22b +.

3.2 Replegamiento y purificacion

Se replegd shFcyRIIl de acuerdo con el Ejemplo 1 con el tampon de replegamiento respectivo enumerado en la
Tabla 6.

3.3 Cristalizacion

Se cristalizé shFcyRIll como se describe en las condiciones indicadas en la Tabla 7.
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3.4 Determinacion de la estructura
La estructura se resolvié con el método de reemplazamiento isomorfo, con shFcyRIIb como modelo de investigacion.
3.5 Cristalizacion de un complejo de shFcyRIIl:hFc1

Se utilizé higG1 derivada del suero de un paciente con mieloma para preparar fragmentos de Fc (hFc1) por digestion
con plasmina (Deisenhofer et al, 1976). Los fragmentos de Fc resultantes se separaron de los fragmentos de Fab
por cromatografia con proteina A. La higG parcialmente digerida se separé por cromatografia de exclusion de
tamafios con MBS (MOPS 2 mM, NaCl 150 mM, azida de sodio al 0,02%, pH 7,0) como tampon de ejecucion.
Cantidades equimolares de hFc1 y shFcgRIll se mezclaron y se diluyeron con MBS hasta una concentracion de 10
mg/ml. El complejo se cristalizé6 como se describe en las condiciones indicadas en la Tabla 5.

Ejemplo 4

shFceRIl (FceRII humano soluble)

El procedimiento se realiz6 de acuerdo con el Ejemplo 1, excepto por lo que respecta a los cambios que se indican:
4.1 Clonacion y Expresion

Se generd FceRIl mutando el ADNc de tipo salvaje respectivo (Kikutani et al, 1986), y se expresé de acuerdo con el
Ejemplo 2 con los cebadores mutagenos enumerados en la Tabla 5. Para la expresion de la proteina se seleccion6
un vector pET23a +.

4.2 Replegamiento y purificacion

El replegamiento de shFceRIl se logré como se describe en el Ejemplo 1, con la excepcion de que, antes de una
dilucién rapida, los cuerpos de inclusion disueltos se dializaron frente a cloruro de guanidina 6M, acetato de sodio 20
mM, pH 4,0. Se replegd shFceRIl de acuerdo con el Ejemplo 1 con el tampdn de replegamiento respectivo indicado
en la Tabla 6. Después del replegamiento, la disolucién de proteina se dializé frente a PBS, se concentré 100 veces,
y se purificd por cromatografia de filtracion con gel sobre Superdex 75. Esto proporcioné shFceRIl puro, que se
dializé frente a TRIS/HCI 2 mM, NaCl 150 mM, azida sodio al 0,02%, pH 8,0, se concentr6 hasta 10 mg/ml y se
almacené a 4°C.

Ejemplo 5

shFcyRI (FcyRIl humano soluble)

El procedimiento se realiz6 de acuerdo con el Ejemplo 1, excepto en lo que respecta a los cambios que se indican:
5.1 Clonacioén y Expresion

Se gener6 shFcyRI mutando el ADNc de tipo salvaje respectivo (Allen y Seed, 1988), y se expreso de acuerdo con el
Ejemplo 1 con los cebadores mutagenos enumerados en la Tabla 5. Para la expresion de la proteina se selecciono
un vector pET32a +, que contiene después de la tiorredoxina N—terminal un marcador de hexabhistidina con un sitio
C—terminal de escisién por trombina, seguido del shFcyRI en marco con las proteinas y restos de aminoacidos
mencionados. Para la sobreexpresion de la proteina de fusion, se uso la cepa BL21 (DE3) de E. coli que contenia
los plasmidos pUBS y pLysS (Novagen).

Los cuerpos de inclusién purificados se solubilizaron en guanidina—HCI 6M, p—mercaptoetanol 10 mM, TRIS 50 mM,
pH 8,0, y se unieron a una columna Ni-NTA (Qiagen). La elucién se realizd con un gradiente de imidazol que
variaba desde imidazol OM a imidazol 1M. La proteina eluida se dializé frente a un volumen mil veces mayor de NaCl
150 mM, TRIS 50 mM pH 8,0, GSH 2 mM, GSSG 0,5 mM durante 24 horas a 4°C. Después de concentrar la
disolucion de proteinas hasta 25% del volumen inicial, se afiadié trombina. Después de 6 h de incubacién a 37°C, la
tiorredoxina N-terminal y el marcador de His se eliminaron por completo como se comprobd por secuenciacion N—
terminal. Durante esta digestion, el shFcgRI precipitdé cuantitativamente de la disolucion.

5.2 Replegamiento y purificacion

Se repleg6 shFcyRI de acuerdo con el Ejemplo 1 con el tampén de replegamiento respectivo indicado en la Tabla 6.
Después de que el potencial redox disminuyé hasta 1 mM, la disolucion se dializé frente a PBS pH 8,0, y se
concentro.

La proteina replegada se analizé por cromatografia de exclusion de tamafios, que produjo un pico del receptor
monomeérico propuesto, y SDS—PAGE no reductora, que mostré una banda principal a 30 kDa.
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Ejemplo 6

shFceRla (FceRla humano soluble)

El procedimiento se realiz6 de acuerdo con el Ejemplo 1, excepto en lo que respecta a los cambios que se indican:
6.1 Clonacién y Expresion

Se gener6 shFceRI mutando el ADNc respectivo de tipo salvaje (Kochan et al, 1988), y se expreso de acuerdo con el
Ejemplo 1 con los cebadores mutagenos enumerados en la Tabla 5. Para la expresion de la proteina se selecciono
un vector pET23a +.

Breve descripcién de las Figuras
Fig. 1: SDS—-PAGE reductora al 15% que muestra la purificacion de sFcyRIlb

Linea 1: Marcador de peso molecular. Linea 2: Lisado de E. coli antes de la induccion. Linea 3: Lisado de E. coli 1 h
después de la induccion. Linea 4: Lisado de E. coli 4 h después de la induccién. Linea 5: Cuerpos de inclusion
purificados de sFcyRIIb. Linea 6: Eluato de la columna de afinidad de higG. Linea 7: Fracciones agrupadas de la
columna de filtracién con gel.

Fig. 2: Filtracion en gel en el equilibrio

Se aplicd 1 ng de hFc disuelto en 10 pul de tampdén de equilibrado (10 ng de sFcyRllIb/ml de PBS) a una columna de
cromatografia de exclusion de tamarios, y se midio la absorbancia del efluente (280 nm) en funcién del tiempo. El
fragmento de Fc inyectado forma un complejo con el sFcyRllb en el tampdn de equilibrado (t = 22 min). El pico
negativo de sFcyRIIb consumido se observa a t = 26 min.

Fig. 3: Estructura global del sFcyRllb humano

Representacion en cinta estereografica de la estructura de sFcyRllb. Los bucles supuestos importantes para la union
de IgG se representan en rojo con algo de los restos dentro del sitio de unidn y el puente disulfuro conservado en
representacion de punto y raya. Los sitios de N—glucosilacién potenciales se muestran como bolas verdes. Los
términos estdn marcados, y las hebras 3 se numeran consecutivamente para el dominio N—terminal en negro, y para
el dominio C—terminal en azul. La figura se cred usando los programas MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) y RENDER
(Merritt y Murphy, 1994).

Fig. 4: Contactos entre dominios

La figura muestra un primer plano en los restos implicados en los contactos entre dominios de sFcyRIIb. Los restos
de aminoacidos del dominio N-terminal se representan en azul, y los restos del dominio C—terminal en amarillo. El
modelo esta cubierto por una densidad electronica de 2Fo-Fc contorneada a 1 o obtenida a partir de las
coordenadas finales. Los puentes de hidrégeno entre los dominios se representan por lineas blancas. La figura se
cred usando el programa MAIN (Turk, 1992).

Fig. 5a: Superposicion de los dos dominios de FcyRIlb y el dominio CH2 de IgG1 humana

Se superpusieron ambos dominios de FcyRIlb y el dominio CH2 de higG1. El dominio N-terminal se representa en
azul, el dominio C—terminal en rojo, y el dominio CH2 de higG1 en verde. Los términos respectivos estan marcados,
y los puentes disulfuro conservados se representan como lineas delgadas.

Fig. 5b: Alineacién de secuencias basada en la estructura de los dominios de sFcyRllb con dominios de otros
miembros de la familia de FcR

La parte superior de la figura muestra el alineamiento de secuencias basado en la estructura de los dominios de
FcyRIIb y del fragmento de Fc de hlgG1 realizado con el programa GBF-3D—-FIT (Lessel y Schomburg, 1994). Los
restos de aminoacidos con una distancia Co. menor que 2,0A en los dominios superpuestos estan enmascarados: lila
para los restos coincidentes entre los dominios del fragmento de Fc; amarillo para los restos en los dominios de
FcyRIIb; y verde cuando se pueden superponer en los cuatro dominios. Las hebras B se indican bajo esta parte del
alineamiento, y estdn marcadas consistentemente con la Figura 3.

La parte inferior de la figura muestra el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los otros FcyR y el FceRla
homadlogo para el perfil dado en la parte superior de la figura usando rutinas del paquete GCG (Genetics Computer
Group, 1994). Las filas superior e inferior de la numeracion se refieren a los dominios N— y C—terminales de FcyRlIb.
Las cisteinas conservadas estan impresas en color magenta, y los sitios potenciales de glucosilacion en azul. Los
restos idénticos dentro del primer dominio estan enmarcados en color naranja, los que se encuentran en el segundo
dominio en color rosado, y verde cuando los restos se conservan en ambos dominios. El tercer dominio menos
conservado de FcyRI esta alineado entre los dominios primero y segundo. Las flechas rojas apuntan a los restos que
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estan implicados en contactos de cadenas laterales entre el dominio primero y el segundo, mientras que las flechas
azules representan restos que son relevantes para la unién de IgG. La figura se produjo con el programa ALSCRIPT
(Barton, 1993).

Fig. 6: Los sitios de unidn putativos de FcyRIIb

Representaciones en superficie solida de FcyRIlb tal como se produjeron con GRASP (Nicholls et al, 1991); la
codificacion de colores esta de acuerdo con el potencial de superficie relativo desde negativo (rojo) a positivo (azul).
La Fig. 6a muestra la molécula como en Fig. 3 por una rotacién de aproximadamente 90° en sentido contrario a las
agujas del reloj alrededor de la vertical. En Fig. 6b, la molécula se ha hecho girar 90° en el sentido de las agujas del
reloj alrededor del mismo eje. Ambas vistas muestran las regiones de unién putativas en el dominio C—terminal (Fig.
6a) y N—terminal (Fig. 6b). Los restos de aminoacidos expuestos en el texto estan marcados.

Fig. 7: Traza de Ca de las estructuras superpuestas de los receptores de Fcy

FcyRIIl rojo, FcyRIla verde y FcyRIIb azul. Los restos importantes para la unién de IgG se muestran en punto y raya.
Los términos N y C estan marcados.

Fig. 8: Vista de conjunto de la estructura cristalina de FcyRIll/fragmento de Fc en representacion de cinta

Los restos de azucar unidos al fragmento de Fc se indican en punto y raya. El FcyRIll (azul) se une en la region
bisagra inferior entre la cadena B (roja) y la cadena A (verde) del fragmento de Fc.

Fig. 9: Primer plano en la region de unién del FcyRIll y el fragmento de Fc

El esquema de colores esta de acuerdo con la figura 8, y los restos importantes para la formacion de los complejos
se muestran en punto y raya.

Fig. 10a:

En la parte superior de la figura 10a se muestra un alineamiento de secuencias basada en la estructura de los ecto—
dominios del receptor de Fc. Los restos conservados estan sombreados en amarillo, y los restos idénticos en color
anaranjado. La parte inferior de la figura muestra una parte del alineamiento de las secuencias de anticuerpos
humanos. Los restos del FcyRIll humano en contacto con el fragmento de Fc en la estructura cristalina de los
complejos estan conectados por lineas (negras para la interaccion hidréfoba, rojas para los puentes salinos, y azules
para los puentes de hidrégeno). Los restos del receptor de Fc en contacto con la cadena A del fragmento de Fc
estan conectados con lineas de trazos, y los que estan en contacto con la cadena B del fragmento de Fc con lineas
continuas. Las lineas rojas, azules y negras representan contactos cargados, polares y de otros tipos,
respectivamente.

Fig. 10b:

En la parte superior de la figura 10b se muestra un alineamiento de secuencias basada en la estructura de los ecto—
dominios del receptor de Fc. Los restos conservados estan sombreados en amarillo, y los restos idénticos en color
anaranjado. Los restos conservados dentro de las secuencias menos relacionadas Kir y del receptor de FcA estan
sombreados en azul. La parte inferior de la figura muestra una parte del alineamiento de anticuerpos humanos con la
secuencia de IgE de raton (mIgE). Los restos del FcyRIll humano en contacto con el fragmento de Fc en la
estructura cristalina de los complejos estan conectados por lineas (negras para la interaccion hidréfoba, rojas para
los puentes salinos, y azules para los enlaces de hidrégeno). Los restos del receptor de Fc en contacto con la
cadena A del fragmento de Fc estan conectados por lineas de trazos, y los que estan en contacto con la cadena B
del fragmento de Fc con lineas continuas. Las lineas rojas, azules y negras representan contactos cargados, polares
y de otros tipos, respectivamente.

Fig. 11 y Fig. 12:

La Fig. 11 y la Fig. 12 muestran un alineamiento del sFcyR, sFceRla y la forma corta de sFceRIl producidos, y los
sFcyR y sFceRla producidos sin sFceRlII, respectivamente.

Tabla 1: Resultados cristalograficos

En esta Tabla se muestran los datos cristalograficos preliminares obtenidos
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Ortorrémbico Tetragonal Hexagonal
Grupo espacial P2412424 [19] P4,242 [94] P3 [143]
Dimensiones de la celdilla|a=40,8A, b=50,9A, | a=85,7A, b=85,7A, | a=80,9A, b=80,9A, c=157,0A,
unitaria c=80,5A, a=90°, B=90°, |c=63,4A, «=90° PB=90° | a=90°, p=90°, y=90°
y=90° y=90°
Riusion 5,8% 9,8% 13,6%
Resolucién 1,7 A 21,87A 3,8A
Unico 18.040 6.616 7.210
Finalizacion 89,1% 97,1% 63,0%
Multiplicidad 3,5 4.4 1,3
Vum, moléculas por unidad|2,0A°’Da, 1 mol, 41% |2,91A/Da, 1 mol, 58% |2,97A/Da, 5 moles, 59%
asimétrica, contenido  de | disolvente disolvente disolvente
disolvente
Tabla 2: Estadisticas de recogida de datos
Derivado | Grupo No. de | Multiplicidad | Resolucién | Finalizacion Rm N° de | Potencia de
) reflexiones (global/envoltura | (%) | sitios puesta en

espacial Unicas (A) altima) (%/%) fase
NATI P212424 18009 3,6 1,74 92,9/86,4 55
NATI P4,242 6615 4,5 2,70 97,1/94,3 10,1
NATI- P3421 3545 2,5 3,0 93,0/98,9 14,4
Baculo
UOAC P212424 7722 4,2 21 96,8/95,7 73 |1 1,79
PtPy P212424. 5520 3,9 2,3 89,7/49,6 10,5 |1 1,39

Rm = 2l = </p>11Z</>

Potencia de puesta en
pesados por r.m.s.

fase: <Fy>/E, en la que <Fy> = X (FHzln)

1/2

es la amplitud de

estructura de los atomos

E = = [(Fprc—Frr)?/n]" es el error residual de falta de cierre, siendo Fpy la amplitud del factor de estructura y Fpuc =
|Fp + FH| la amplitud calculada del factor de estructura del derivado.

Tabla 3: Estadisticas de refinamiento

Intervalo de resolucién (A) 8,0-1,74A
No. de reflexiones unicas (F > Oc (F)) 16252
Factor R 19,4
Riibre™ 27,9
No. de atomos por unidad asimétrica
proteina 1371
disolvente 150
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Desviacion Ry,s de la geometria ideal
longitud de enlace (A) 0,009

angulo de enlace (°) 2,007

Factores B medios (A%)

cadena principal de proteina 18,8

cadena lateral de proteina 25,2

disolvente 36,7
Desviacién Rms de los factores B enlazados (A?%) 41

* Ripre: Se utilizaron 5% de las reflexiones como conjunto de datos de referencia y no se incluyeron en el
refinamiento.

Tabla 4: Restos que contribuyen al contacto entre dominios via cadenas laterales

FcyRIIb FcyRlla FcyRIlI FcyRI FceRla
Asn15 Asn Ser Ser Arg
Asp20 Asp Asp Glu Glu
GIn91 Gin Gin Gin Gin
His108 His His His His
Trp110 Trp Trp Trp Trp

Tabla 5: Cebadores usados para la amplificaciéon de los FcR

Constructo | Cebador de 5 Cebador de 3’

sFcyRI 5-CACCCATATGGCAGTGATCTCTTT-3 5'-AGGACTCGAGACTAGACAGGAGTTGGTAACL]
E— 3 I

sFcyRlla 5-ACAGTCATATGGCAGCTCCCC-3’ 5-AAAAAAAGCTTCAGGGCACTTGGAC-3’

sFcyRIIb 5-AATTCCATGGGGACACCTGCAGCTCCC-3' | 5-CCCAGTGTCGACAGCCTAAATGATCCCC-3

sFcyRIII 5-AAAAAAACATATGCGGACTGAAG-3’ 5-AAAAAAGCTTAACCTTGAGTGATG-3'
sFceRla 5’-GATGGCCATATGGCAGTCCCTCAG-3' 5’-CAATGGATCCTAAAATTGTAGCCAG-3’
sFceRII 5’-AAAAAAACATATGGAGTTGCAGG-3’ 5-TGGCTGGATCCATGCrCAAG-3

Los sitios de restriccidon introducidos estan subrayados; los codones de partida y de parada estan escritos en
negrilla—cursiva.

Tabla 6: Condiciones de replegamiento para los FcR

Constructo Tampon

sFcyRI TRIS/HCI 0,1M, arginina 1,2M, NaCl 150 mM, GSH 5 mM, GSSG 0,5 mM, azida de sodio al
0,02%, pH 8,0

sFcyRlla TRIS/HCI 0,1M, arginina 1,4M, NaCl 150 mM, GSH 2 mM, GSSG 0,5 mM, azida de sodio al
0,02%, pH 8,0

sFcyRIlb TRIS/HCI 0,1M, arginina 1,4M, NaCl 150 mM, GSH 5 mM, GSSG 0,5 mM, azida de sodio al
0,02%, pH 8,0
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sFcyRINI TRIS/HCI 0,1M, arginina 1,0M, NaCl 150 mM, GSH 2 mM, GSSG 0,5 mM, azida de sodio al
0,02%, pH 8,0

sFceRII TRIS/HCI 0,1M, arginina 0,8M, NaCl 150 mM, GSH 5 mM, GSSG 0,5 mM, azida del sodio al
0,02%, pH 8,3

Tabla 7: Condiciones de cristalizacion para los FcR

Constructo Condicion Grupo espacial, constantes de | Resolucion
celda

sFcyRlla 26% de PEG8000, acetato de sodio | C2, a=80,4A, b=49,7A, | 3,0A
0,2M/acido acético pH 4,6, azida de | c=54,6A, a=g=90°, b=128,1°
sodio al 0,02%

sFcyRIlIb 33% de PEG2000, acetato de sodio | P212121, a=40,8A, b=50,9A, | 1,7A
0,2M, azida de sodio al 0,02%, pH 5,4 | c=80,5A, a=b=g=90°

sFcyRIII 22% de PEGS8000, MES/TRIS 0,1M | P22121, a=36,7A, b=60,3A,|2,5A
pH 7,8, azida de sodio al 0,02% c=85,6A, a=b=g=90°

sFcyRII: hFc1 6% de PEG8000, MES/TRIS 0,1M pH | P6522, a=b=115,0A, | 3,3A
5,6, tartrato de Na/K 0,2M, azida de | c=303,3A, a=b=90°, g=120°
sodio al 0,02%

sFcyRIII 22% de PEGS8000, MES/TRIS 0,1M |P22121, a=36,7A, b=60,3A,|2,5A
pH 7,8, azida de sodio al 0,02% c=85,6A, a=b=g=90°
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<213> Homo sapiens

<400> 1

Met

1
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Ser
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His
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Tyr

Thr

Thr

Tyxr
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Gln
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Glu
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Ser
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Leu
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Ser
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Pro

Thr
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Gln

Val
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Lys
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Phe

Gly
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Ser

Glu

Leu

Phe

Lys
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Phe

Gln
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Ser

Thr

Tyr

Glu

Thr
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Phe

Glu

Ser

Pro
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Glu

Val
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Trp

Thr

145

Ile

Ser

Glu T

Phe

Tyr

225

Glu

Glu

Asn
130

Tyxr

Ser

Val

Tyr

210

Gln

aAla

Leu

<210> 2

<211> 174

<212> PRT

Ser

Ris

Val

Thr

Lys

185

Met

Ile

Ala

Gln

Asn

Cys

Leu

Ser

Thr Val

Ser
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Leu

Gly

Leu

Thx

val
260
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<400> 2
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Pro

Leu

Ser

Thr

Glu

245

Leu

Thr

Gly
150

Lys

Leu

Leu

Lys

Ala

230

Asp

Gly

Ile

135

Met

Glu

Leu

Gln

Thr

215

Arg

Gly

Leu

ES 2366 909 T3

Leu

Gly

Leu

Glu

Arg

200

Leu

Arg

Asn

Gln

Lys Thr

Lys His

Phe Pro
170

Gly Asn
185

Pro Gly

Arg Gly

Glu Asp

Vval Leu

250

Leu Pro
265

24

Asn Ile
140

Arg Tyr
155

Ala Pro

Leu Val

Leu Gln

Arg Asn

220

Ser Gly
235

Lys Arg

Thr Pro

Ser

Thr

Val

Thr

Leu

205

Thr

Leu

Ser
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His

Ser

Leu

Leu
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Tyr

Ser

Tyxr

Pro

Asn

Ala

Asn
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Phe

Serxr
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Glu
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Gly
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Cys

Ser

Glu

Cys
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Leu
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Met Ala Ala Pro Pro Lys Ala Val Leu Lys leu Glu Pro Pro Trp Ile

1

5

10

15

Asn Val Leu Gln Glu Asp Ser Val Thr Leu Thr Cys Gln Gly Ala Arg

20

25

30

Ser Pro Glu Ser Asp Ser Ile Gln Trp Phe His Asn Gly Asn Leu Ile

35

40

45

Pro Thr His Thr Gln Pro Ser Tyr Arg Phe Lys Ala Asn Asn Asn Asp

50

55

€0

Ser Gly Glu Tyr Thr Cys Gln Thr Gly Gln Thr Ser Leu Ser Asp Pro

65

Val

Leu

Lys

Gln

His

145

Leu

<210> 3
<211> 185
<212> PRT
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Glu

Asp

Lys
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Ser

Phe

Leu

Phe

Lys

115

Phe

His

Serx
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<400> 3
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Gln Glu
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Pro Leu

Ser Arg

Ser Gly

Ser Lys
165

70

Leu

Gly

Val

Leu

Asp

150
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Ser

Glu
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Thr
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Pro
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75

Trp Leu Val
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Ile

140

Asn
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Cys

Asn
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His Ser
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Gly Lys

Gln Ala

Gly Tyr
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His Ser Trp
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Gln Ala Asn
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Pro Ser Sex
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Pro Glu Ser
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atccacagag
ctggccttga
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ggaatatctg
tcececactcce
aggcctggtt
aacacatcct
tgcgaggety
gtgettggee
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tgatctcttt
gtgaggtgct
ctcagacctc ¢
acaggtgcca
gctggctact
ggtgtcatgc
cctttaagtt
atggcaccta
tcactgtgaa
tggaggggaa
tgcagcttta
ctgaatacca
ccacagagga
tccagttacc
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Pro Asp

gcagcctcea
ccatctgect
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aagactctgg
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gtttctcaat
tgtcaatgac
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gttatactgg
ggagcttcaa
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Pro
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60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
820



10

15

20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

satatggcag
saggaggact
sagtggttcc
jccaacaaca
sctgtgcatce
caggagggag
gtcacattct
atcccacaag

acgctgttct
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ctceccecaaa
ctgtgactct
acaatgggaa
atgacagcgg
tgactgtgct
aaaccatcat
tccagaatgg
caaaccacag
catccaagcc
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<400> 9

ggctgtgcetg
gacatgccag
tctcattcce
ggagtacacg
ttccgaatgg
gctgaggtge
aaaatcccag
tcacagtggt
tgtgaccatc
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aaacttgagc
ggggctcgea
acccacacgc
tgccagactg
ctggtgctce
cacagctgga
aaattctcce
gattaccact
actgtccaag

ccccgtggat
gccctgagag
agcccagcta
gccagaccag
agacccctca
aggacaagcc
gtttggatcc
gcacaggaaa
tgccctgaag

caacgtgcte
cgactccatt
caggttcaag
cctcagegac
cectggagtte
tctggtcaag
caccttctcee
cataggctac
ctt
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240
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360
420
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ccatggggac
acgtgctcca
actccattca
ggttcaaggce
tcagcgacce
tggagttcca
tggtcaaggt
acttctcecat
taggctacac
caccgatggg

<210> 10
<211> 538
<212> ADN

acctgcagct
ggaggactct
gtggttccac
caacaacaat
tgtgcatctg
ggagggagaa
cacattcttc
cccacaagca
gctgtactca
gatcatttag
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cccccaaagg
gtgactctga
aatgggaatc
gacagcgggg
actgtgcttt
accategtge
cagaatggaa
aaccacagtc
tccaagcctg
gctgtcgac

ctgtgctgaa
catgccggyg
tcattcccac
agtacacgtg
ctgagtgget
tgaggtgcca
aatccaagaa
acagtggtga
tgaccntéac

31

actcgagccc
gactcacagce
ccacacgcag
ccagactggce
ggtgctecag
cagctggaag
attttceegt
ttaccactgce
tgtccaagct

cagtggatca
cctgagageg
cccagctaca
cagaccagce
accecctcecace
gacaagcctc
teggatecca
acaggaaaca
cccagcetctt

120
180
240
300
360
420
480
540
569



10

15

catatgcgga
gtgcttgaga
tccacacagt
gacgctgceca
agtgacccgyg
gtgttcaagg
cataaggtca
ttccacatte
gggagtaaaa

ctgaagatct
aggacagtgt
ggtttcacaa
cagtcaacga
tgecagctaga
aggaagacccec
catatttaca
caaaagccac
atgtgtcttc

<210> 11
<211> 560
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

catatggcag
aaaggagaga
aaatggttcc
gccaaatttg
cectgtgtacc
atggagggce
gtgatctatt
attacaaatg
ctggactatg

tcectcagaa
atgtgactct
acaatggcag
aagacagtgg
tggaagtctt
agcccctett
ataaggatgg
ccacagttga
agtctgagce

tggctacaat tttaggatcc

<210> 12
<211> 532
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
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cccaaaggct
gactctgaag
tgagagccte
cagtggagag
agtccatatc
tattcacctg
gaatggcaaa
actcaaagat
agagactgtg

acctaaggtc
tacatgtaat
cctttcagaa
agaatacaaa
cagtgactgg
cctcaggtge
tgaagctctc
agacagtgga
cctcaacatt

gtggtgttcc
tgccagggag
atctcaagcc
tacaggtgcee
ggctggetgt
aggtgtcace
gacaggaagt
ageggceteet
aacatcacca

tccttgaacc
gggaacaatt
gagacaaatt
tgtcagcacc
ctgctcctte
catggttgga
aagtactggt
acctactact
actgtaataa

32

tggagcctca
cctactcecee
aggcctcgag
agacaaacct
tgctcecagge
gctggaagaa
attttcatca
acttctgcag
tcactcaagg

ctccatggaa
tctttgaagt
caagtttgaa
aacaagttaa
aggcctctge
ggaactggga
atgagaacca
gtacgggcaa
aagctccgeg

atggtacagc
tgaggacaat
ctacttcatt
ctccacccte
cccteggtgg
cactgctctg
taattctgac

ggggcttgtt
ttaagctt

tagaatattt
cagttccacc
tattgtgaat
tgagagtgaa
tgaggtggtg
tgtgtacaag
caacatctce
agtgtggcag
tgagaagtac
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180
240
300
360
420
480
538
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240
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420
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catatggagt
aatttccaac
tatgectgtyg
ttcectgacca
aagggggagt
gagcccacca
aacgacgcct
acgccgeecag
gacggecegee

<210> 13
<211> 1419
<212> ADN

tgcaggtgte
ggaagtgcta
acgacatgga
agcatgccag
ttatctgggt
gccggagcca
tctgcgaccg
ccagcgaagyg
tgceccaccee

<213> Homo sapiens

<400> 13

ggctgtgact getgtgctet gggcgecact cgetcceaggg
ttttacctgt ccttgccact gagagtgact gggctgactg
gtcatatgct tectgtggaca gctgtgctat tcetggetee
ctcccccaaa ggctgtgetg aaactcgagc cccagtggat
ctgtgactct gacatgccgg gggactcaca gccctgagag

acaatgggaa
atgacagcgg
tgacagtgct
aaaccatcgt
tccagaatgg
caaaccacag
catccaagce
tggctgtggt
actgcaggaa
gggctgagaa
atgaccagaa
agggaagatc
gttccaaaag
gaaagccaca
ttgacatcaa
ttattaacag
atgtaaatct
agtgattgtt
agatcatata

<210> 14
<211> 1068

tctcattcce
ggagtacacg
ttctgagtgg
gctgaggtgce
aaaatccaag
tcacagtggt
tgtgaccatc
cactgggatt
aaagcggatt
cacaatcacc
ccgtatttag
tggtatttcc
agaaggtttc
gacaatatgg
ggctcttcceg
ataatagcaa
atatgatttc
tctgggtgat
ttacttttat
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cagcggettt
ctacttcgge
agggcagctg
ccacaccgge
ggatgggagc
gggcegaggac
taagctggge
ttccgeggag
ctctgeccct

gtgtgcaaca
aagggcacca
gtcagcatcc
tcctggattg
cacgtggact
tgcgtgatga
gcctgggtgt
tccatgggac
ctccactctt

cgtgccecctga
agcagtgggt
acagcccgga
gcctteggaa
acagcaactg
tgcggggcete
gcgaccggcet
ctgattcaag
gagcatggat

agtgatggga
caagtececcee
tgttgctgag
caacgtgctc

aaagtggatc
ccacgcccgg
ggagcaggac
cttggacctg
ggctccaggg
cggtcgetgg
ggccacatge
accagaccct
cc

atcctgtecat
cagecettggg
acacctgcag
caggaggact

60

120
180
240
300
360
420
480
532

60

120
180
240

acccacacgce
tgccagactg
ctggtgectcc
cacagctgga
aaattttccc
gattaccatt
actgtccaag
gctgtagetg
tcagccaatce
tattcacttc
tctccattgt
tggcctaaat
ttccagagtc
tcccaaatge
ttccacatcec
cttgggaaat
agaaatgtta
aaaattattg
aataaaacat

agcccagcta
gccagaccag
agacccctca
agéacaagcc
gttcggatcc
gcacaggaaa
ctcececagetce
ccattgttge
ccactaatcc
tcatgcaccc
cttgecattgg
tccececttggg
atctacctga
ccgactgcac
acacagccaa
gcttatgtta
aaatagacta
atgattttta
tataaaaac

33

caggttcaag
cctcagcgac
cctggagttc
tctggtcaag
caacttctcc
cataggctac
ttcaccgatg
tgctgtagtg
tgatgaggct
ggatgctctg
gatttgagaa
gaggacaggg
gtcctgaage
cttctgtget
tccaattaat
caggttacgt
acctctacca
ttttctttat

cgactcecatt

gccaacaaca
cctgtgeatc
caggagggag
gtcacattct
atcccacaag
acgctgtact
gggatcattg
gecttgatct
gacaaagttg
gaagagcctg
gaaatcagag
agatgctgca
tcecetgtect
tcagctctte
caaaccactg
gagaacaatc
gcacattaaa
ttttctataa

cagtggttce

300

360
920
4180
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1419



10

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

agatctcagc
cctactctac
cagaaaccta
actcttacat
ggcagccttt
agtggagaat
gtcttcagtg
ctcttcctca
gatggtgaag
gttgaagaca
gagcccctea
atcccattgt
cagcaggtca
ccacatccta
cattagtttt
acatagaaac
attaagtggc
atagattcat

acagtaagca
tgtgtgtage
aggtctectt
gtaatgggaa
cagaagagac
acaaatgtca
actggctget
ggtgccatgyg
ctctcaagta
gtggaaccta
acattactgt
tggtggtgat
catttectctt
agccaaacce
tttccagcat
gtctgtgcte
atgtaatagt
ttattagcat

<210> 15
<211> 1321
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15
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ccaggagtcc
cttactgtte
gaaccctcca
caatttcttt
aaattcaagt
gcaccaacaa
ccttecaggec
ttggaggaac
ctggtatgag
ctactgtacg
aataaaagct
tctgtttget
gaagattaag
caaaaacaac
cagcaattgc
aaggatttat
aagtgctcaa
ttgtaaaaga

atgaagaaga
ttcgetccag
tggaatagaa
gaagtcagtt
ttgaatattg
gttaatgaga
tctgetgagg
tgggatgtgt
aaccacaaca
ggcaaagtgt
ccgegtgaga
gtggacacag
agaaccagga
tgatataatt
tactcaattg
agaaatgctt
ttaacattgg
gatgttcaat

34

tggctecctge
atggegtgtt
tatttaaagg
ccaccaaatg
tgaatgccaa
gtgaacctgt
tggtgatgga
acaaggtgat
tctccattac
ggcagctgga
agtactggct
gattatttat
aaggcttcag
aactcaagaa
tcaaacacag
cattaaactg
ttgaataaat
ttagatct

catggaatcc
agcagtccct
agagaatgtg
gttccacaat
atttgaagac
gtacctggaa
gggccagccce
ctattataag
aaatgccaca
ctatgagtct
acaatttttt
ctcaactcag
acttctgaac
atatttgcaa
cttgcaatat
agtgaaactg
gagagaatga

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1068



gacagattte
ctttgggtte
ccatgggtca
cctgggagea
agctacagaa
ctctcagggc
gtctccagca
gataagctgyg
tggaattcta
tcaggcatgg
tttccagctc
accctgaget
ttctacatgg
actgctagaa
gtccttaagc
gtctggtttc
ctctgggtga
ttggattctg
gaagagctga
gagccccagg
tgcccacttg
ctgtgtgtct
a

actgctccca
cagttgatgy
gcgtgtteca
gctctacaca
tcacctctge
gaagtgaccc
gagtcttcac
tgtacaatgt
acctcaccat
gaaagcatcg
cagtgctgaa
gtgaaacaaa
gcagcaagac
gagaagactc
gcagccctga
atgtcctttt
caatacgtaa
gtcatgagaa
aatgtcagga
gggccacgta
ctceccegtga
catggtatgt
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ccagcettgga
gcaagtggac
agaggaaacc
gtggtttcte
cagtgtcaat
catacagctg
ggaaggagaa
gctttactat
tctgaaaacc
ctacacatca
tgcatctgtg
gttgctcttg
cctgegagge
tgggttatac
gttggagcett
ctatctggca
agaactgaaa
gaaggtaact
acaaaaagaa
gcagcggcte
gcactgcgta
aactcttaaa

gacaacatgt
accacaaagg
gtaaccttgc
aatggcacag
gacagtggtg
gaaatccaca
cctetggect
cgaaatggca
aacataagtc
gcaggaatat
acatccccac
cagaggcctg
aggaacacat
tggtgcgagg

caagtgcttg

gtgggaataa
agaaagaaaa
tcecagecttce
gaacagctge
agtgggtggc
caaacatcca
gcaaataaat

ggttcttgac
cagtgatctc
actgtgaggt
ccactcagac
aatacaggtg
gaggctggcet
tgaggtgtca
aagcctttaa
acaatggcac
ctgtcactgt
tcctggaggg
gtttgcagcet
cctctgaata
ctgccacaga
gcctccagtt
tgtttttagt
agtgggattt
aagaagacag
aggaaggggt
catcgatctg
aaagttcaac
gaactgactt

aactctgctce
tttgcagect
gctccatctg
ctcgacceccee
ccagagaggt
actactgcag
tgecgtggaag
gtttttecac
ctaccattgc
gaaagagcta
gaatctggtc
ttacttctcce
ccaaatacta
ggatggaaat

accaactcct

gaacactgtt
agaaatctct
acatttagaa
gcaccggaag
gaccgtccece
aacaccagaa
caaaaaaaaz

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1321

<210> 16
<211> 2359
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

cccaaatgtc
tgctgetget
ttgagcccecce
ctcgcagcec
acacgcagcec
agactggcca
tgctccagac
gctggaagga
tctcecegttt
accactgcac
tccaagtgee
cgactgctgt

tcagaatgta
ggcttctgea
gtggatcaac
tgagagcgac
cagctacagg
gaccagccte
ccctcacctg

tgtecccagaa
gacagtcaag
gtgctccagg
tccattcagt
ttcaaggcca
agcgaccctg
gagttccegq

caagcctctg gtcaaggtca

ggatcccacec
aggaaacata
cagcatgggc
agcagccatt

ttctccatce
ggctacacge
agctcttcac
gttgctgcetyg

acctgtggct
ctgcagctce
aggactctgt
ggttccacaa
acaacaatga
tgcatctgac
agggagaaac
cattcttcca
cacaagcaaa
tgttctecatc
caatggggat
tagtggectt

35

gcttcaacca
cccaaaggcet
gactctgaca
tgggaatcte
cagcggggag
tgtgctttece
catcatgctg
gaatggaaaa
ccacagtcac
caagcctgtg
cattgtggct
gatctactgc

ttgacagttt
gtgctgaaac

tgccaggggyg
attcccacce

tacacgtgcc
gaatggctgg
aggtgccaca
tcccagaaat
agtggtgatt
accatcactg
gtggtcattg
aggaaaaagc

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



ggatttcagce
aaatgattgec
acggcggcta
tgactcttce
tggtcatact
taaatggaga
aactttgcett
aagcaaaact
agccaatcac
acctacccce
cacattttcce
aattgcgect
tacccaggcet
aagcgattct
cagctaattt
gccaggecga
ctgggatgac
ctctgtggat
cactgcttat
aagtcteccat
tttcctggac
actcttccag
atggtcccaa
tctgttccac
caacatgaga
ttcagaaatg
gatgcaatta
aaaacattat

caattccact
catcagaaag
catgactctg
tcccaacgac
ctcagcttge
ctggaaaaat
aaactacaaa
taacttggat
aagcagccta
aaaaaacaat
caataaatac
cagatttttc
ggagtgcagt
tatgectcag
ttgtatttet
tctecgaactt
cgcatcagcc
ccctactget
gcagtcggaa
tgttttgcct
taaattccct
agtcatctac
atgactgact
atccacacag
aacgcttatg
ttaaaataga
ttgatgacct
aaccaaaac

<210> 17
<211> 887
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17
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gatcctgtga
agacaacttg
aaccccagygg
catgtcaaca
tgatggatga
cctgagcasaa
cacaagcaaa
catttctggt
ctaacatata
tatgtaattg
ttgectgtga
ctttaacatc
ggtgctatct
cctececagta
tattttttat
ctggcctcta
ccaatgtcca
ggtttctgee
gctccagaag
tgggatttga
tggggaagac
ctgagtccea
gcaccttctg
ccaatacaat
ttacaggtta
ctaacctcta
attttatttt

aggctgccca
aagaaaccaa
cacctactga
gtaataacta
caaaaagagg
caaaaccacc
acttcacggg
aaatgcttat
attaggtgac
aaaaccaacc
cattttgcca
tttttttett
tggctcactg
gctgggatta
ttttagtaga
gcgatetgec
gectctttaa
ttetccatge
aacaaagagce
gaagagaatt
gaagggatgc
aagctccctg
tgectcagece
tagtcaaacc
catgagagca
acaacaaatt
tctataatga

36

atttgagcca
caatgactat
cgatgataaa
aagagtaacg
ggaattgtta
tggeecttag
gtcatactac
gttagaaata
tagggacttt
gattgcettt
ctggaacact
ttgacagagt
caaacccgcec
gaggcatgtg
gacagggttt
cgeetcggece
catcttettt
tgagaacaaa
ccaattacca
agagaggtga
tgcagttecea
tcctgaaagce
gttcttgaca
actgttatta
atcatgtaag
aaaagtgatt
tcatatatta

cctggacgtc
gaaacagctg
aacatctacc
ttatgccatg
aaggaaaatt
aaatagcettt
atacaagcat
agacaaccce
ctaagaagat
attttgette
aaacttcatg
ctcaatctgt
tcccaggttt
ccatcatacc
cgcaatgttyg
tcccaaagtyg
cctatgccect
atcacctatt
gaaccacatt
ggatctggta
aaagagaagg
cacagacaat
tcaagaatct
acagatgtag
tctatatgac
gtttcaaggt
cctttgtaat

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2359



tctttggtga
ctgctacttc
ctggagccte
gcctacteee
caggectcga
cagacaaacc
ttgctccagg
agctggaaga
tattttecate
tacttctgeca
atcactcaag
tctttctget

cttgtccact
tagtttcage
aatggtacag
ctgaggacaa
gctacttcat
tctecaceet
ccecteggtyg
acactgctet
ataattctga
gggggettgt
gtttggcagt
tggtgatggt

ccagtgtggc
tggcatgcgyg
cgtgettgag
ttccacacag
tgacgctgce
cagtgacccg
ggtgttcaag
gcataaggte
ctteccacatt
tgggagtaaa
gtcaaccatc
actcettett
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atcatgtgge
actgaagatc
aaggacagtg
tggtttcaca
acagtcaacg
gtgcagctag
gaggaagacc
acatatttac
ccaaaagcca
aatgtgtctt
tcatcattct
gcagtggaca

agctgctect
tcccaaagge
tgactctgaa
atgagagcct
acagtggaga
aagtccatat
ctattcacct
agaatggcaa
cactcaaaga
cagagactgt
cteccacctgg
caggactata

cccaactgct
tgtggtgtte
gtgccaggga
catctcaage
gtacaggtge
cggetggctyg
gaggtgtcac
agacaggaag
tageggetee
gaacatcacc
gtaccaagtc
tttctetgtyg

60

120
180
240
300
360

AN
2LV

480
540
600
660
720

aagacaaaca tttgaagcte aacaagagac tggaaggacc ataaacttaa atggagaaag 780
gaccctcaag acaaatgacc cccatcccat gggagtaata agagcagtgg cqgcagcatc 840
tctgaacatt tctctggatt tgcaacccca tcatcctcag gectcte 887

<210> 18
<211> 1503
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

37



ctcectgetta
actaggagga
gctgagtgga
ccgcecatgga
ggcgtgggac
tgactctget
gggctgceecyg
tggcgcagaa
agcagagatt
atctgagcag
aaagactccg
tgtgcaacac
agggcaccaa
tcagcatcca
cctggattgg
atgtggacta
gcgtgatgat
cctgggtgtg
ccatgggacc
tccactcttg
ggcctaaaag
ggcagctgac
agcaccctet
aacagcaccc
agctcaggtyg
cce

aacctctgtc

‘cagacacagg

ctgcgttgte
ggaaggtcaa
tcagatcgtg
tctectgtgg
gaacgtctct
atcccagtcec
gaaatctcag
cttcaagtcc
ggaggaggtg
gtgcectgaa
gcagtgggtc
cagcccggag
cctteggaac
cagcaactgg
gcggggetee
cgaccggcetg
tgattcaaga
agcatggata
cctctttgtg
acatctcccg
ccagatggga
tctccagatg
gtgagtcectc
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tctgacggtc
ctccaaactc
agggagtgag
tattcagaga
ctgetgggge
cactgggaca
caagtttcca
acgcagattt
gacttggage
caggaattga
acaaagctaa
aagtggatca
cacgceeggt
gagcaggact
ttggacctga
gctccaggygyg
ggtcgetgga
gccacatgea
ccagaccctg
cagccaggee
gctgaaaggt
ctcctctatyg
gtgcecccaa
cagccccatce
ctgtccagcce

cctgecaatc
cactaagtga
tgctecatca
tcgaggaget
tggtgaccgc
ccacacagag
agaacttgga
cacaggsaact
tgtcctggaa
acgagaggaa
ggatggagtt
atttccaacyg
atgectgtga
tcctgaccaa
agggagagtt
agcccaccag
acgacgccett
cgccgecage
acggccgect
cagagcaaga
ccctgtgaca
gcccctgect
cagcacccte
tcetcagcecac
tgcatcaata

38

gctectggteg
ccagagctgt
tcgggagaat
tcccaggagg
cgctetgtgg
tctaaaacag
aagccaccac
ggaggaactt
cctgaacggg
cgaagcttea
gcaggtgtce
gaagtgctac
cgacatggaa
gcatgccage
tatctgggtg
ccggagcecag
ctgcgaccgt
cagcgaaggt
gcccaccccce
ccctgaagac
ttttctgeca
tcccaggagt
tccagatgag
ceccaggacct
aaatggggca

accccaacac
gattgtgcce
ccaagcagga
cggtgttgca
gctgggcetge
ctggaagaga
ggtgaccaga
cgagctgaac
cttcaagcag
gatttgetgg
agcggetttg
tacttcggca
gggcagctgg
cacaccggcet
gatgggagcc
ggcgaggact
aagctgggcg
teccgeggagt
tctgeccecte
ccccaaccac
cccaaacgga
acaccccaac
agtacacccc
gagtatccce
gtgatggcect

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1503
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ES 2366 909 T3

REIVINDICACIONES

1. Preparacion cristalina de un receptor de Fcy o Fce soluble recombinante, caracterizandose dicho receptor por la
ausencia de dominios transmembranicos, péptido sefal y glucosilacion, y obteniéndose mediante expresion de un
acido nucleico que codifica tal receptor en procariotas.

2. Preparacion cristalina segun la reivindicacién 1, en la que el receptor es de origen humano.

3. Preparacioén cristalina segun la reivindicacion 1 6 2, en la que la misma contiene una de las secuencias de
aminoacidos como se muestra en SEC ID NO: 3 y 4.

4. Preparacion cristalina de un complejo de receptor de Fcy o Fce soluble recombinante/inmunoglobulina, en la que
el receptor de Fcy o Fce soluble es segun las reivindicaciones 1 a 3.

5. Uso de datos de la estructura cristalina obtenibles a partir de un receptor de Fcy o Fce soluble recombinante, y/o a
partir de un complejo de un receptor de Fcy o Fce soluble recombinante y su inmunoglobulina correspondiente, en un
programa de obtencion de modelos asistido por ordenador, usando una preparacion cristalina segun una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4, para la identificacion y/o generacion de inhibidores del receptor de Fcy o Fce que son
complementarios al receptor de Fcy o Fce soluble recombinante, inmunoglobulinas mutadas que son capaces de
unirse a los receptores de Fcy o Fce, y de este modo evitan la unidon normal entre los FcR y las partes constantes de
los anticuerpos, receptores de Fcy o Fcg, y/o inhibidores de inmunoglobulinas que son complementarios al sitio de
union de inmunoglobulina del receptor de Fcy o Fce soluble recombinante, en el que dicho receptor de Fcy o Fce se
caracteriza por la ausencia de dominios transmembranicos, péptido sefial y glucosilacion, y se obtiene mediante la
expresion de un acido nucleico que codifica tal receptor en procariotas.

6. Un método para la identificacion y/o preparacion produccion de inhibidores del receptor de Fcy o Fce o de
inmunoglobulinas, asi como receptores de Fcy o Fce o inmunoglobulinas mediante mutagénesis, que comprende las
etapas de

(i) proporcionar una preparacion cristalina de un receptor de Fcy o Fce soluble recombinante, caracterizandose dicho
receptor por la ausencia de dominios transmembranicos, péptido sefial y glucosilacion, y siendo obtenible mediante
expresion de un acido nucleico que codifica tal receptor en procariotas,
(i) usar la preparacion cristalina obtenida de (i) para la generacion de datos estructurales tridimensionales, y
(iii) seleccionar y disefar, basandose en los datos estructurales obtenidos en (ii),

(a) inhibidores que son complementarios al sitio de unidn del receptor de Fcy o Fce para inmunoglobulinas;

(b) inhibidores que son complementarios al sitio de unién de inmunoglobulinas para receptores de Fcy o Fce;

(c) receptores de Fcy o Fce que se pueden usar como antagonistas y competidores.

39



FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. BA
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FiG. 6B (1)
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FIG. 58 (2)
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FiG. 6
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FIG. 7
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FIG. B
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FIG. S
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FIG. 10A (1)
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FIG. 10A (2)
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FIG. 108BB (1)
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FIG. 10B (2)
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FIG. 11 (1)

. » : » te :
697 dYBALdTIDAIAINSAEONUSTYSOESYAALOIYTHADAMYO DINAIAVANMEDSDITIAD  IIN3OA8
ZLT TALINTIRSIXATOMANOLOXILOSAIAINNITISYNHNIXMAWIV-ROMMALTAMIAGMN  ®IN30Z8
99T MAIASIOVSLAMINION-8OHALONHS INLNTI L INSNMEAIRIV-MONUE X TANIATIA Iwoas
PLT LITINALESSANMSOATONDIXSOSANIIVIAIHICSNHHAXNNA-NONDTALANETIVIN IILHAOSS
64T DATIZASMSSXTIXOINOLOHAAASHSHNVOLISINIASUSNNE -MONDZATANATING (IIWAOAS
ZLT OAIITAINGSITIXOINDLOHXAOSHSHNYDAISATIATISANDS~MONDAILANATANG BITHAOLS

...... . » g 23 - 4t °

60T AIODHU-SIATOIYMNE XIAHSOGANT SXONTATNIIOIMSOIRSVINLTLADTRASHIE  ITINIDIS
£1T MMOHOWTATADDTRAATYEYDT-TIMASIATTIXASHSANADOHOONRT-DSATLNUNATIN  BIUIOLS
80T MMYHONTWIZEORLIANSSAYI-TIMORHIAIOIZASYOSIOUDIUXT-OBANASYILIY Tulogs
STT MMSHOWTHIAARMIAAMIIVDL-TINDIHATTOAAASTLSTNIOOURA~PSANALYYATE IITUACLS
911 MMSHOWIATIIZONDANTHALST-ATMESTALTHAZASTSIDOLOOIXT -DSANNNVLNE  QITUARLS
€11 MMSHOWTHILEOROIITHAIOT-ATMESTALTHAZGSTSIOOLODIXT-OSANNNVHINR  oITUADLS

‘et 3° » R S
0§ ATODENACOYXNVEAMBHIOMDIL R = =D~ mmans MUBINTMIZIOTNIAIOSSADTEN-  IXH3AOLS
1] gggougmwg%gguﬁﬂglhgnﬁgggu!.. VIYIOLL
0s ghﬂmgﬂglggmmmﬂhaggﬂoglhﬂgmgﬂi llllllll THAOgS

LS ASSVYDSSINSI-NHIMDLENAISAVODONTLASANATASIN - DA TIAAVI TATLIMN - TITYLOZ8
8S SaBINIAYINO~NHAMDISASTISHIOWOLILASAIDTANIN-DIFTITAVIALVYAION qrIvioas
¢ SaBINIIITNO-NRIMDISCSRISUVODILILASQRDTANIN-ZETTITANIIIVYR-~~ wITHAOas

[14204S ap ©1100 eWwlo) 8| A ©|4204S ‘Y o4S SO| ap olualwesul|y

55



ES 2366 909 T3

FIG. 11 (2)

D A S D RS A T AN WD S B S S GRS G S S 8 G NS GRS G S ) Sy SR G S S e S . A o .

IIu3nas

|BIH3IOAS
692 AdLATOIDTANTATAIS N TANOTEIVYEOMA IO AL I Taiogs

........................................... IITYAOAS

........................................... qrIviogs

........................................... eIIRioas
ZL] mrmrmmmmcanccamm e mm - o e R e e i BHT  IIW3dgse
€8] =m=mecmcmmmmcacnmccccsececem—ceeee——eeen—ee———— ~-JOIMANHIAYY  ©IM3IDZS
9ZZ JXEESINEOYILASOURIS XTIV IO U TITILEDSTIATNDITIASLASYUNTAIVALTH Tuloas
QL] mmemmemmmmcasceccceccmcremmemmee—an s — e — ... o0 IIrwiogs
GO m=mmmmmmmncsmcsascmesmmneeseseEEe,———————————-———— 1IORASERAY QIIuiogs
PLE ~=mmmm e e e e a e s e e s - —-———————————— dA  erruloas

56



ES 2366 909 T3

FIG. 12 (1)

U T 3 8% 3°°° 88 4, 3 13 ty a1t t 4
LLY ﬁguﬁmmmﬁgguagamngﬁauuuﬁgagg
TLT YALSTIMALASIOVSIANHNON-05OHALONHS INLNTI L INSNMHIINIVIONUA R TANL
9LT -~-DDLILINALASSANNEDATOUDAXSDSMIILYIATHACSNHEAXMEAMONDTALANE
08T B8S5SAYDALILAINSSXTLXOINDLOHXAOSHEANYDAIS INIASES DNISHONDIZTANA
PLT =~~dADALIZAINSSLTLIOINDLOHXADSHSRNYDA TS AL IATHE IMDSHONDILLANA

P iy wnas 302 4 ¢ YL FY) P u gty i ssannd 'y
LIT AGMNUMOHOMTATAVOINAATVEYOTTIMASIATIIAGASINAODHDONATOSATANUNA ©

TTT ADIOIMVHONTYIdEDALAANSSADTTIMOUMHIZTOIAGEHOSTOUDDUAAOSANASYEL
61T TVLINMBHOMTHIZARINIANMAYOTIIMOIHATIOAGAS IS INIDOURAOSANAINVA
0ZT TANMINSHONTATIIAOAVINTHILDTATMES TAL TRAIASISIDOIDOLAADSANNNYNL

LIT TICUMSHOWTHILIOHO AT IRALDTATMISTALTHAGAS TS LODIDOLXZOSANNNYEE ®

» apt p° ‘s Npe®l 3323 4 g, t
LS INTSSNIRXSTSONHIMNISSARIINNOMOLTIANIONITIRMESNTSANANBIAVH-~~
€ INRSALOLILVIONTIMDISSSOATHIARORILALIADIASAMAAV IS LAY === o= = =
65 IAXSSVYDSSITSINHAMDISNANASAVODONIIASCARTASANDARTIAAVE A TARTINN -

09 YXSADIHLAIINONHAMDISAEZISHLOWILTIASGADIANINDIITITAVAIVYVALON q
LS HXSADIRLAIINONHIMDISAEHISYVODILILASAEOTANINAATTITAVIASVYH -~~~ ©

[14204S uIs sopionpoid B|y204s A YLo4s SO| ap ojusiwesully

VINIO,
Iulo
IIIWAO
qrriulo
°IINLO

B B B ol
T nw e

£

IIIWlOAS

28
g8
L

II 8

EHE .S



ES 2366 909 T3

FIG. 12 (2}

€81

MDD L G R SR B W R G e G e e G A SN W Sy A D N A G SN G G S S G G A D W R

S e S O G S S o T S U Sy S G G P O By G S W G S G A S S AN AN G S AN

R S0 FU T S e B S B S e A R G AR SN S GP A R G G P G G e S M D A

R S P T SN e TP D Al B TR ST N T S G GA S e S S A GG SR N S

- 0n B G S . . T T Wy = G S, P S G W D SR v S S U 2 G S W PN e G5 G SR AR G W ML A A Mo S5 SR G S5 Sn ER G SB Sk G

- G L G S G VR G5 S G4 B G G PR S0 A S G e D A D S S G G b R I G e 0N TN S0 e G G0 UGN GRG0 U SN TR G AR b A b G Ge A

wIH3ogs
Iulogs
IIrglogs
qrruloas
wIIylogs

58



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



