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DESCRIPCIÓN 

Receptores de Fc solubles recombinantes 

La presente invención se refiere a preparaciones cristalinas de un receptor de Fc o Fc soluble recombinante, un 
complejo de receptor de Fc o Fc soluble recombinante/inmunoglobulina, y especialmente al uso de tal preparación 
cristalina para la generación de datos de la estructura cristalina de receptores de Fc, así como a inhibidores de FcR. 

También se describen receptores de Fc solubles recombinantes (FcR), ácidos nucleicos recombinantes que 
codifican tales receptores de Fc, células hospedantes que contienen los ácidos nucleicos correspondientes, así 
como un procedimiento para la determinación de la cantidad de anticuerpos de un cierto tipo contenidos en la 
sangre, plasma o suero de un paciente, un procedimiento para la determinación del estado inmunológico de 
pacientes con enfermedades crónicas del sistema inmunitario, y un procedimiento para la identificación de 
sustancias en vista de su capacidad para actuar como inhibidores del reconocimiento y unión de anticuerpos a los 
receptores celulares respectivos. Además, 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 sólida, por ejemplo un material soporte de 
cromatografía. El uso de tal material de cromatografía se basa en la absorción de inmunoglobulinas procedentes de 
un fluido corporal de pacientes, o de sobrenadantes de cultivo de células productoras de inmunoglobulinas. 

Los receptores de Fc (FcR) desempeñan un papel fundamental en la defensa del organismo humano contra las 
infecciones. Después de que los patógenos han logrado acceso a la circulación sanguínea, son opsonizados por las 
inmunoglobulinas (Ig). 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 proteínas asociadas, 
endocitosis con neutralización subsiguiente de los patógenos y presentación de antígenos, citotoxicidad celular 
dependiente de anticuerpos (ADCC), secreción de mediadores, o la regulación de la producción de anticuerpos 
(Fridman et al, 1992; van de Winkel y Capel, 1993). 

Existen FcR específicos para todas las clases de Ig, siendo aquellos para IgG los más abundantes con la más 
amplia diversidad. Junto con el receptor de alta afinidad para IgE (FcRIa), FcRI (CD64), FcRII (CD32) y FcRIIIa 
(CD16), aparecen como proteínas transmembránicas de tipo I, o en formas solubles (sFcR), pero existe también una 
forma del FcRIII anclada a glucosilfosfatidilinositol (FcRIIIb). Además, los FcR existen en diversas isoformas 
(FcRIa, b1, b2, c; FcRIIa 1–2, b1–3, c) y alelos (FcRIIa1–HR, –LR; FcRIIIb–NA1, –NA2) (van de Winkel y Capel, 
1993). En contraste con las partes extracelulares homólogas globales, los dominios que se extienden sobre la 
membrana y los dominios citoplásmicos difieren. Pueden estar totalmente suprimidos, o tener un tamaño de 8 kDa. 
Pueden contener un motivo de activación del inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM) de 26 aminoácidos, como 
en FcRIIa, o un motivo inhibidor (ITIM) respectivo de 13 aminoácidos en FcRIIb, implicado en transducción de 
señales (Amigorena et al, 1992). 

A juzgar por la separación conservada de cisteínas, la parte extracelular de los FcR consiste en tres (FcRI, CD64) o 
dos (FcRI, FcRII, CD32 y FcRIII, CD16) dominios similares a Ig (10 kDa/dominio), y por lo tanto pertenece a la 
superfamilia de las inmunoglobulinas. Estos receptores altamente glucosilados son homólogos, y la identidad global 
en la secuencia de aminoácidos entre los FcR y FcRIa excede el 50% en sus regiones extracelulares. No obstante, 
la afinidad de los FcR a sus ligandos varía ampliamente. La mayor afinidad de ≈ 108M–1 del FcRI al fragmento Fc se 
asigna a su tercer dominio, mientras que los otros FcR con dos dominios tienen una afinidad por IgG que varía 
entre 105 y 107M–1. La afinidad del FcRIa de dos dominios por IgE supera de lejos estos valores, con una constante 
de 1010M–1 (Metzger, H., 1992B). En contraste con los FcR mencionados, el receptor de baja afinidad para IgE, 
FcRII, representa una proteína transmembránica de tipo II, y muestra una menor homología. 

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

Los FcR se expresan en un patrón definido en todas las células inmunológicas activas. FcRI se expresa 
constitutivamente en monocitos y macrófagos, y puede ser inducido en neutrófilos y eosinófilos. El papel fisiológico 
de FcRI se desconoce todavía, dado que la expresión en monocitos no es vital (Ceuppens et al, 1988). La forma de 
FcRIII anclada a GPI (FcRIIIb) se expresa exclusivamente en granulocitos. Debido a su parte citoplásmica 
ausente, la transducción de señales en la célula ocurre solamente por la vía de otras proteínas transmembránicas, 
como el receptor del complemento tipo 3 (CR3), que puede asociarse al menos con FcRIIIb (Zhou et al, 1993; Poo 
et al, 1996). FcRIIIa se expresa principalmente en monocitos y macrófagos, pero sólo en conjunción con proteínas 
asociadas (v.g., cadenas  o ). FcRII es el receptor con la distribución más amplia en células inmunocompetentes, 
y está implicado principalmente en la endocitosis de los inmunocomplejos.  
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FcRIIa y FcRIIb difieren en su región extracelular en sólo un 7% de los restos de aminoácidos. No obstante, ambas 
formas se pueden distinguir por sus características de unión a las subclases IgG humanas y de ratón (van de Winkel 
y Capel, 1993) y su diferente afinidad por las IgG humanas (Sondermann et al, 1998A). La situación se hace más 
complicada aún por el polimorfismo respondedor alto/respondedor bajo (HR/LR) de FcRIIa, 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). Más tarde, se encontró que los dos intercambios en la secuencia de aminoácidos 
entre la forma LR y la forma HR modifican la capacidad para unirse a IgG2 humana, lo que conduce a la hipótesis de 
que al menos una de ellas está implicada en la unión a IgG (Hogarth et al, 1992).  

La solicitud de patente europea EP 0321842 describe la expresión de FcR soluble en agua, muy bioactivo, en 
células derivadas de organismos multicelulares, y su uso. Este FcR se puede unir a IgE, y evita la unión de IgE a 
eosinófilos. Por lo tanto, este receptor controla los efectos inflamatorios de la alergia. Además, 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 FcR solubles, su expresión en 
diferentes tipos de células eucariotas (v.g., infocitos, macrófagos), y su papel en las respuestas inmunitarias. 

Sondermann et al. (The EMBO Journal, Vol. 18, nº 5, p. 1095-1103 (1999)) describen la estructura cristalina de 
FcRIIb soluble. Se muestran los diferentes dominios que son necesarios para la unión a IgG. Además, los autores 
proponen un modelo para el complejo sFcRIIb:IgG. 

También es descrita por Sondermann y Jacob (Biol. Chem., Vol. 380, p. 717-721, (1999)) la expresión de la parte 
extracelular de FcRIIb humano en E. coli. Después de la expresión, el receptor se purificó, se caracterizó y se 
estudió para determinar la actividad de unión a anticuerpos y a IgG. Adicionalmente, el receptor se cristalizó. 

En contraste con el papel beneficioso que juegan los FcR en el individuo sano, también transmiten la estimulación 
del sistema inmunitario en las alergias (FcRIa) o enfermedades autoinmunitarias. Además, algunos virus emplean 
FcR 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 FcR, como en el caso del ébola (Yang et al, 1998) y el virus del sarampión 
(Ravanel et al, 1997). 

Por tanto, el objeto que subyace a la presente invención fue proporcionar receptores que fuesen fáciles de producir y 
pudiesen ser usados ventajosamente para aplicaciones médicas o de diagnóstico. Además, fue un objeto de la 
invención proporcionar receptores solubles que exhibiesen una especificidad de unión y actividad que fuese análoga 
a la de los receptores que existen naturalmente en el cuerpo humano, y que, adicionalmente, hiciesen posible 
producir cristales adecuados para una determinación de la estructura. 

Este objeto se logra por medio de receptores de Fc solubles recombinantes que consisten solamente en la porción 
extracelular del receptor, y no están glucosilados. Los receptores de acuerdo con la presente invención se 
caracterizan por lo tanto por la ausencia de dominios transmembránicos, péptidos de señal y glucosilación. 

La presente invención se refiere a preparaciones cristalinas de tales receptores de Fc y Fc solubles. Esto es 
debido a que las moléculas de IgG e IgE son características para una multitud de enfermedades y patologías, de 
manera que su determinación y formas posibles de influirlas son de gran interés. Las Figuras 11 y 12 muestran un 
alineamiento de secuencias de aminoácidos de las partes extracelulares de algunos FcR y FcRI. Los FcR según la 
invención incluyen todas estas secuencias o sus partes que todavía retienen la capacidad de unión a anticuerpos y/o 
cristalización apropiada. 

En una realización particularmente preferida de la invención, el receptor FcR soluble recombinante es un receptor 
FcRIIb. Además, se prefiere particularmente que el receptor sea de origen humano. En una realización 
particularmente preferida, contiene una secuencia de aminoácidos como se muestra en SEC ID NO: 3 ó 4. 

De acuerdo con la presente invención, la preparación de los receptores de Fc solubles tiene lugar en células 
procariotas. Después de dicha expresión, en las células procariotas se forman cuerpos de inclusión insolubles que 
contienen la proteína recombinante, facilitando así la purificación por separación de los cuerpos de inclusión de otros 
componentes celulares antes que tenga lugar la renaturalización de las proteínas contenidas en ellos. La 
renaturalización de los FcR de acuerdo con la presente invención que están contenidos en los cuerpos de inclusión 
puede tener lugar principalmente de acuerdo con métodos conocidos. La ventaja de la preparación en células 
procariotas, la producción de cuerpos de inclusión y los receptores de Fc solubles recombinantes así obtenidos 
hacen que sea posible obtener una preparación de FcR muy pura y, en particular, también muy homogénea. 
Asimismo, debido a la ausencia de glucosilación, el producto obtenido presenta una gran homogeneidad. 

Los receptores de Fc solubles producidos hasta ahora por medios recombinantes exhibían particularmente la 
desventaja de que se requería una purificación mucho más elaborada, dado que se expresaban en células 
eucariotas, y, debido a la glucosilación, 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 invención hacen incluso posible producir 
cristales, adecuados para uso en análisis por rayos X, como se explicará más adelante en la descripción de 
realizaciones adicionales de la invención. Los FcR de la presente invención exhiben además prácticamente la misma 
actividad y especificidad que los receptores existentes naturalmente in vivo. 

También se describe un ácido nucleico recombinante que tiene una secuencia que codifica un receptor de Fc soluble 
recombinante según la presente invención. 

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

El ácido nucleico puede contener una secuencia como se muestra en una de SEC ID NO: 7 a SEC ID NO: 12. Para 
comparación, SEC ID NO: 13 y SEC ID NO: 14 muestran las secuencias de tipo salvaje respectivas que codifican 
FcRIIb y FcRIa. Las SEC ID Nos: 15–18 muestran las secuencias de tipo salvaje para FcRI, FcRIIa, FcRIII y 
FcRII. 

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

También se describe una célula hospedante que contiene un ácido nucleico recombinante que codifica los 
receptores de Fc o Fc. 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 invención se pueden usar para una 
multitud de exámenes o aplicaciones, debido a que reaccionan específicamente con anticuerpos. In vivo, los 
receptores de Fc solubles son inmunorreguladores potentes que, si están presentes en niveles elevados, dan como 
resultado una supresión notable del sistema inmunitario, lo que conduce a muchos efectos parcialmente conocidos y 
parcialmente no comprendidos todavía. Basándose en estos efectos, también se describen varias aplicaciones de 
los receptores de Fc. 

Una de tales aplicaciones es un procedimiento para la determinación 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 determinación de la presencia de complejos FcR-anticuerpo. Dicho ensayo permite escrutar la 
presencia de cierta clase de anticuerpo, y permite también la determinación 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 sándwich, 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 FcR 
como receptor soluble recombinante según la presente invención. En particular, este método es adecuado y 
ventajoso para determinar una predisposición a o manifestación de una alergia. 

Además, es adecuado un método en el cual se va a determinar y, si es necesario, cuantificar la presencia de FcR 
solubles. Para dicha determinación se usa preferiblemente un método de inmunoensayo competitivo, en el cual se 
usa como reactivo de competición un receptor soluble recombinante, más preferiblemente un FcR recombinante. 
Por medio de este ensayo entre otros, se puede determinar en un inmunoensayo competitivo el estado inmunológico 
de pacientes con enfermedades crónicas del sistema inmunitario. Enfermedades crónicas en el sentido de estos 
procesos son, por ejemplo, SIDA, SLE (lupus eritematoso sistémico), MM (mieloma múltiple), o artritis reumatoide, o, 
en el caso de FcRII, B-CLL (Gordon et al., 1987), síndrome 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 unión de anticuerpos a los receptores celulares 
respectivos. 

Por medio de técnicas de escrutinio modernas, tales como HTPS (escrutinio de alto rendimiento), en combinación 
con placas de microtitulación de múltiples pocillos y aparatos de pipeteado automáticos, actualmente es posible 
ensayar simultáneamente una multitud de sustancias en cuanto a propiedades específicas. Dado que los FcR se 
pueden producir fácilmente a coste bajo, también se pueden usar en tales ensayos en serie por medio de los cuales 
se pueden identificar fácilmente sustancias que tienen un efecto inhibidor. 
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Se prefiere particularmente tal uso según el cual los receptores de Fc de acuerdo con la presente invención se usan 
para encontrar o escrutar inhibidores capaces de inhibir el reconocimiento y la unión de los anticuerpos respectivos 
al receptor particular de interés. 

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

Formas solubles de los receptores de Fc, tales como FcRIII, median la regulación, específica del isotipo, del 
crecimiento de las células B y la producción de inmunoglobulinas. En un modelo de mieloma murino, sFcR suprime 
el crecimiento y la producción de inmunoglobulina de las células tumorales (Müller 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 efectúa la supresión del crecimiento de las células tumorales y la secreción de IgG. 
La exposición 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 
antígeno, se podrían reducir, por ejemplo, por aplicación intravenosa de FcR soluble (Ierino et al, 1993). 

Por lo tanto, también se describe una composición farmacéutica para uso en el tratamiento de SIDA, artritis 
reumatoide o mieloma múltiple, que contiene un receptor de Fc soluble recombinante, y, preferiblemente, un 
receptor que tiene la secuencia de aminoácidos como se muestra en SEC ID NO: 3 ó 4. 

Fue de gran interés la obtención de datos de la estructura cristalina de los receptores de Fc y/o de los complejos de 
receptor de Fc/Ig. Por una parte, son una clave para la comprensión de los mecanismos moleculares en el 
reconocimiento de los inmunocomplejos. Por otra parte, estos datos estructurales se pueden usar para descubrir 
características 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 obtención de información acerca de los sitios de unión concretos de las 
inmunoglobulinas a sus receptores respectivos en moléculas tridimensionales existentes naturalmente. A partir de 
ello se pueden obtener conclusiones todavía más precisas acerca de las interacciones entre anticuerpo y receptor, y 
también sobre cómo se pueden modular estas interacciones. A este respecto, modulación significa una 
intensificación de la interacción, o una reducción, que conduce a una inhibición, v.g., cubriendo los sitios de unión en 
una o más partes del complejo. 

Para obtener tales datos de la estructura cristalina y la información de conformación, según la invención actualmente 
reivindicada, se usa una preparación cristalina del receptor de Fc soluble recombinante de acuerdo con la invención. 
Los FcR solubles recombinantes de acuerdo con la invención se pueden obtener sorprendentemente con una 
pureza suficiente para producir cristales que proporcionan datos fiables de determinación de la estructura de rayos 
X. Dicha cristalización no era posible con las moléculas receptoras producidas hasta ahora, debido principalmente a 
su falta de homogeneidad. 

Por lo tanto, la presente invención se refiere a una preparación cristalina de un receptor de Fc o Fc según la 
invención. Aún otra realización de la presente invención es una preparación cristalina de un complejo de receptor de 
Fc o Fc soluble según la invención junto con la parte Fc de la inmunoglobulina relacionada. En los ejemplos se 
muestran realizaciones particularmente preferidas, así como los datos de la estructura cristalina relevantes. Por la 
vía del análisis de la estructura de los cristales de las preparaciones cristalinas, se pudieron detectar los 
aminoácidos exactos de los complejos de receptor de Fc/Ig, que median el acoplamiento. Estos aminoácidos se 
muestran en Fig. 6a y 6b, y se indica también el tipo de unión entre los aminoácidos individuales de ambas 
moléculas en el complejo. Una realización adicional de la presente invención es por lo tanto el uso de una 
preparación cristalina de un receptor de Fc soluble recombinante para la generación 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 
información acerca de la estructura tridimensional y los sitios activos para la unión de anticuerpos. Especialmente de 
forma preferible es el uso de una preparación cristalina de un complejo de receptor de Fc soluble recombinante de 
acuerdo con la invención y la molécula de inmunoglobulina correspondiente para la generación 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 información exacta acerca de la interacción de las 
moléculas, confiriendo con ello conocimiento acerca de posibles sitios para inhibición o intensificación de la unión. 
En base a la información obtenida a partir de los datos de la estructura cristalina, se pueden obtener las 
conclusiones necesarias para efectuar la modulación de la interacción entre el receptor de Fc y la inmunoglobulina. 
Esta modulación puede variar desde la intensificación hasta la inhibición completa hasta una inhibición de la unión. 

5

ES 2 366 909 T3



5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

Las aplicaciones señaladas son meramente realizaciones preferidas del uso de los datos de la estructura cristalina. 
También parecen posibles muchas otras aplicaciones. 

Convenientemente, los datos estructurales para generación y/o identificación de inhibidores o nuevos receptores, 
respectivamente, se usan en un programa de modelización asistido por ordenador. 

Son particularmente preferidas para la presente invención las estructuras de los FcR o FcR, o complejos de 
FcR:fragmento de Fc, como se ejemplifican en las figuras y ejemplos. Tales estructuras se pueden usar para diseñar 
inhibidores, antagonistas y moléculas receptoras artificiales. 

Programas de ordenador adecuados para diseño y escrutinio de fármacos asistido por ordenador son conocidos por 
la persona experta en la técnica, y generalmente están 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 número de composiciones químicas conocidas con respecto a su efecto inhibidor o antagonista. 
La persona experta en la técnica requiere únicamente los datos de la estructura cristalina proporcionados por la 
presente invención 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 realización preferida de la presente invención es el uso de los datos de la estructura cristalina 
obtenidos para el receptor de Fc soluble recombinante según la invención, y para los complejos del receptor de Fc 
soluble recombinante según la invención y la inmunoglobulina correspondiente, en un programa de modelización 
asistido por ordenador, para la identificación y producción de inhibidores del receptor de Fc. 

Igualmente, una realización adicional de la presente invención es el uso de los datos de la estructura cristalina 
obtenidos para los receptores según la invención y los complejos de receptor/inmunoglobulina, respectivamente, 
para la identificación y preparación 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 aminoácidos implicados en la unión 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 
químicamente están sometidos a unión fuerte y efectúan así un bloqueo de receptores. Por otra parte, los datos 
obtenidos para los sitios de unión de las inmunoglobulinas también se pueden usar para la identificación y/o 
preparación de inhibidores para moléculas de inmunoglobulina. Puesto que la presente invención muestra los sitios 
de unión al receptor, es fácil efectuar un bloqueo de los sitios de unión con la ayuda de moléculas relativamente 
simples. Por lo tanto, una materia objeto adicional de la presente invención es el uso de los datos de la estructura 
cristalina obtenidos para los complejos de FcR/Ig para la identificación y/o preparación de inhibidores de 
inmunoglobulinas. 

Tales inhibidores de FcR que tienen una estructura tridimensional que es complementaria al FcR soluble 
recombinante según la invención inhiben la unión de anticuerpos a los FcR. 

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

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

En relación con la presente invención, fue posible por primera vez determinar los sitios exactos de unión y los 
aminoácidos implicados en la unión del anticuerpo y las moléculas receptoras de anticuerpos. Ahora es posible 
diseñar moléculas que se unen de forma específica, y escrutar composiciones candidato en el ordenador. Esto 
permite la selección de dichas composiciones a partir de una variedad de composiciones candidato posibles que 
pueden producir una inhibición suficiente de la formación de complejos entre el receptor de Fc y la inmunoglobulina. 

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

Preferiblemente, tales inhibidores de FcR o de IgG son pequeñas moléculas orgánicas que se pueden administrar 
fácilmente por vía 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 suprimiría también las tasas de 
reinfección con ciertos virus, v.g. el virus del dengue, en el que el virus recubierto con anticuerpo se internalizar 
dependiente de FcRIIb (Littaua et al, 1990), VIH, en el que, en células T CD4 positivas, una intensificación de 
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anticuerpos de la infección por VIH está mediada por FcRIII (Hormsy et al, 1989), o Ébola, en el que la 
glucoproteína segreaada por el virus inhibe la activación precoz de los neutrófilos por bloqueo de sFcRIII, lo que 
afecta a la respuesta del hospedante a la infección (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 FcRI, ya se han desarrollado péptidos que inhiben in Vitro la 
desgranulación de mastocitos. Con el conocimiento ahora disponible de las estructuras de los receptores homólogos 
y el complejo de receptor-anticuerpo en detalle atómico, está abierta una nueva posibilidad para un diseño racional 
de fármacos. 

El receptor de Fc se une entre los dos dominios CH2 del fragmento de Fc en la denominada región bisagra inferior 
(Fig. 8). La región de unión del receptor de Fc se describe en el Ejemplo 1 (La interfaz de contacto a IgG). Los restos 
que promueven la interacción entre FcR y la inmunoglobulina se muestran en las figuras 7, 10a y 10b. De ese modo, 
se hacen evidentes tres regiones de interacción (Fig. 5). 

1ª región: FcR (restos 85 a 87 y resto 110) – Ig (Cadena A, restos 326–328) 

La prolina 328 de la Ig está atenazada por los restos Trp 87 y 110 de manera semejante a un sándwich. Estos restos 
están conservados entre los receptores de IgG e IgE, así como en las IgG e IgE. Un inhibidor que se uniera a esta 
región prominente interferiría fuertemente con la unión. Esta región es adicionalmente atractiva para el diseño de 
inhibidores, debido a que se podría emplear la región de superficie hidrófoba expuesta, que comprende los restos 
Trp 87, Ile 85, Gly 86 de los receptores, para obtener energía de unión 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 unión específica de 
inhibidores. 

2ª región: 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 simetría 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 están en contacto 
con restos Gly 126 – His 132 del receptor. Esta región muestra las diferencias máximas en el alineamiento de 
secuencias de los receptores, así como de las inmunoglobulinas, y debería por lo tanto estar implicada en la 
generación de especificidad. Esta hendidura profunda entre las cadenas del fragmento de Fc es muy adecuada para 
el diseño de inhibidores, y sería el sitio de elección para el desarrollo de inhibidores cuando están implicados 
aspectos de especificidad.  

3ª región: FcR (restos 117, 126 y 129–132) – Ig (Cadena B, restos 264–265 y restos 296–297) 

Esta región de unión se caracteriza por un agrupamiento de restos de aminoácidos que poseen grupos funcionales 
en sus cadenas laterales, que podrían emplearse de diversas maneras para el diseño de inhibidores en el lado del 
contacto del receptor y de la Ig. 

Las moléculas que interaccionan con una o más de las regiones descritas anteriormente, y se diseñan o escrutan 
explícitamente para explotar el conocimiento de los sitios de unión, son consideradas inhibidores según la invención. 

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 prevención de enfermedades que son debidas a sobrerreacciones o reacciones 
defectuosas del sistema inmunitario, preferiblemente el tratamiento o prevención de alergias, enfermedades 
autoinmunitarias o choque anafiláctico. 

También se describe el sFcR unido a una fase sólida. 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 sólida es un material soporte de cromatografía sobre el cual se fija el receptor de Fc, v.g., sefarosa, sulfato 
de dextrano, etc. Tales materiales de cromatografía con receptores de Fc unidos a los mismos se pueden usar 
ventajosamente para la adsorción de inmunoglobulinas de la sangre, plasma o suero de pacientes, o del 
sobrenadante de cultivo de células productoras de inmunoglobulinas (lo que significa concentración, enriquecimiento 
y purificación de anticuerpos). 

Por una parte, los anticuerpos unidos al material de cromatografía se pueden eluir, y, por ejemplo, de ese modo se 
puede determinar el estado inmunológico 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 
difícil realizar ensayos de diagnóstico usando muestras de sangre si estas últimas contienen solamente un número 
muy pequeño de los anticuerpos a identificar. Por medio de una concentración usando una columna cromatográfica 
específica con receptores de Fc, los anticuerpos de interés se pueden concentrar y separar fácilmente de muchas 
otras sustancias que podrían alterar el ensayo. 
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Básicamente, es posible también usar un material de cromatografía en un sistema de perfusión extracorpóreo para 
lavado de la sangre en caso de ciertas enfermedades en las cuales la eliminación de anticuerpos desempeña un 
papel crucial. 

Sin embargo, también es posible usar otro material como fase sólida al cual esté acoplado el receptor de Fc soluble, 
v.g. placas de microtitulación o pequeñas vasijas de reacción, a cuyas paredes se unen los receptores de Fc directa 
o indirectamente. Dichas fases sólidas y dichas vasijas pueden ser particularmente importantes para métodos de 
diagnóstico, 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 Fc o Fc solubles recombinantes, proporcionados por la presente invención, así 
como la determinación 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 diseño racional de 
fármacos, a partir de los cuales es posible modular la interacción entre las inmunoglobulinas y los receptores de Fc 
en células o receptores solubles. Tal modulación es preferiblemente una inhibición, por medio de la cual tiene lugar 
la inhibición de la formación 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 
fármacos moduladores, y en particular de inhibidores, y sólo se han mencionado de forma ejemplar algunas de estas 
aplicaciones en el marco de la presente memoria descriptiva. Esto no puede excluir, y no debería excluir, la 
aplicabilidad de tales moléculas que se han diseñado o identificado en base a los hallazgos sobre la estructura 
molecular o complejos de FcR/Ig descritos aquí para el tratamiento o prevención de otras perturbaciones de la salud. 

Los Ejemplos siguientes tienen por objeto ilustrar adicionalmente la invención en asociación con las Figuras. 

Ejemplo 1 

shFcRIIb (FcRIIb humano soluble) 

1.1 Clonación y Expresión 

El ADNc de FcRIIb2 humano (Engelhardt et al, 1990) se modificó usando PCR mutágena (Dulau et al, 1989). Por lo 
tanto, se usó un cebador directo para la introducción de una nueva metionina de partida después del sitio de 
escisión del péptido señal dentro de un sitio NcoI (5’–AAT AGA ATT CCA TGG GGA CAC CTG CAG CTC CC–3’), 
mientras que el cebador inverso introducía un codón de parada entre la parte extracelular putativa y la región 
transmembránica seguida por un sitio SalI (5’–CCC AGT GTC GAC AGC CTA AAT GAT CCC C–3’). El producto de 
la PCR se digirió con NcoI y SalI, se clonó a un vector de expresión pET11d (Novagen) y se confirmó la secuencia 
propuesta. El constructo final se propagó en BL21 (DE3) (Grodberg y Dunn, 1988). Para la sobreexpresión de 
FcRIIb, una sola colonia de las bacterias transformadas se inoculó en 5 ml de medio LB que contenía 100 g de 
ampicilina por ml (LB–Amp 100), y se incubó toda la noche a 37ºC. El cultivo se diluyó 200 veces en LB–Amp 100, y 
la incubación se continuó hasta que se alcanzó una DO600 de 0,7–0,9. La sobreproducción de la proteína se indujo 
añadiendo IPTG a una concentración final de 1 mM. Después de un periodo de crecimiento de 4 horas, las células 
se cosecharon por centrifugación (30 min, 4000 x g) y se resuspendieron en tampón 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 añadir 0,1 mg de 
lisozima por ml de suspensión, e incubar durante 30 min a temperatura ambiente, se realizó el tratamiento con 
ultrasonidos en hielo (Branson Sonifier, Danbury, CT; Macrotip, potencia 90%, intervalo 80%, 15 min). La suspensión 
se centrifugó (30 min, 30.000 x g) y se resuspendió con un homogeneizador Dounce en tampón de ultrasonidos que 
contenía 0,5% de LDAO. La etapa de centrifugación y la resuspensión en tampón que contenía LDAO se repitió una 
vez más antes de repetir este procedimiento dos veces sin LDAO. Los cuerpos de inclusión purificados se 
almacenaron a 4ºC. 

1.2 Replegamiento y purificación de FcRIIb humano soluble (shFcRIIb) 

Los cuerpos de inclusión purificados se disolvieron hasta una concentración de proteína de 10 mg/ml en cloruro de 
guanidina 6M, 2–mercaptoetanol 100 mM, y se separaron del material insoluble por centrifugación. El replegamiento 
se logró por dilución rápida. Por lo tanto, se dejó caer gota a gota 1 ml de la disolución de cuerpos de inclusión bajo 
agitación en el transcurso de 15 horas en 400 ml del tampón de replegamiento (TRIS/HCl 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, 4ºC). 
Después, la mezcla se agitó durante 2–3 días hasta que la concentración de grupos tiol libres se redujo a 1 mM por 
oxidación al aire, tal como se midió de acuerdo con Ellman (Ellman, 1959). La disolución se dializó frente a PBS, y 
se filtró en condiciones estériles antes de concentrarla 10 veces en una celda de agitación equipada con una 
membrana de ultrafiltración MWCO de 3 kD. La disolución de proteínas se aplicó a una columna de sefarosa hlgG 
(50 mg de hlgG por ml de sefarosa 4B). La proteína no unida se separó por lavado con TRIS 50 mM, pH 8,0, antes 
de la elución de FcRIIb por salto de pH (cloruro de sodio 150 mM, glicina 100 mM, azida de sodio al 0,02%, pH 3,0). 
El eluato se neutralizó inmediatamente con TRIS 1M, pH 8,0. La disolución que contenía FcRIIb se concentró y se 
sometió a filtración en gel en una columna Superdex–75 equilibrada con tampón de cristalización (MOPS 2 mM, 
cloruro de sodio 150 mM, azida de sodio al 0,02%, pH 7,0). Las fracciones que contenían FcRIIb se agruparon, se 
concentraron hasta 7 mg/ml y se lamacenaron a –20ºC. 
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1.3 Experimentos de filtración en gel en el equilibrio 

Se conectó una columna Superdex 75 a FPLC y se equilibró con PBS que contenía 10 g de shFcRIIb por ml. El 
fragmento de Fc humano se disolvió hasta una concentración de 1 g/10 l en el tampón de equilibrio, y se inyectó. 
El cromatograma resultante produjo un pico positivo que comprendía el complejo del shFcRIIb y el fragmento de Fc, 
mientras que el pico negativo representa la falta de receptor consumido por el tampón de ejecución para la 
formación del complejo. 

1.4 Cristalización y recogida de datos 

Se llevaron a cabo ensayos de cristalización iniciales empleando una pantalla de matriz dispersa de condición 96 
(Jancarik y Kim, 1991) en gotas inmóviles a 20ºC usando el método de difusión de vapor. Los cristales que se 
produjeron se mejoraron cambiando el pH así como la concentración de sal, reactivo precipitante y aditivos. Los 
datos de difracción obtenidos de cristales adecuados se recogieron en un sistema de imágenes en placa (MAR 
Research) usando radiación CuK monocromática de grafito a partir de un generador de ánodo 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 expresión, purificación y replegamiento de shFcRIIb 

La parte extracelular de FcRIIb se expresó 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 proteína se depositó en cuerpos de 
inclusión, los cuales se emplearon en la primera etapa de purificación. El aislamiento de los cuerpos de inclusión se 
inició con un procedimiento intenso combinado lisozima/ultrasonidos para abrir virtualmente todas las células que en 
caso contrario podrían contaminar el producto. Las etapas de lavado subsiguientes con el detergente LDAO, que 
tiene propiedades excelentes disolviendo impurezas pero no los cuerpos de inclusión propiamente dichos 
proporcionó ya un producto con una pureza >90% (Fig. 1). 

Este producto se utilizó para pruebas de replegamiento sin purificación ulterior. Los cuerpos de inclusión se 
disolvieron en una concentración alta de 2–mercaptoetanol y guanidina para asegurar el desplazamiento de los 
agregados covalentes y no covalentes a monómeros. Esta disolución se diluyó rápidamente con tampón de 
replegamiento para minimizar los contactos entre las moléculas de proteína no plegadas que en caso contrario 
formarían agregados. El uso de arginina en el tampón de replegamiento impide la modificación irreversible de las 
cadenas laterales que se reconoce a menudo con urea. Después de la adición de la proteína al tampón de 
replegamiento, la disolución se agitó a 4ºC hasta que la concentración de grupos tiol libres se redujo a 1 mM, lo cual 
era absolutamente necesario dado que la diálisis precoz daba como resultado un producto inactivo. En una segunda 
etapa de purificación, el FcRIIb dializado y replegado se unió a hlgG inmovilizada para eliminar las fracciones 
menores de proteínas de E. coli y el receptor inactivo. La proteína se eluyó con un salto de pH y se neutralizó 
inmediatamente. Después de esta etapa de cromatografía de afinidad, el shFcRIIb es esencialmente puro a 
excepción de una pequeña contaminación resultante de la IgG coeluyente que lixivió de la matriz incluso después de 
uso repetido (Fig. 1). La IgG así como los multímeros receptores que no son visibles en la SDS–PAGE reductora 
pudieron eliminarse fácilmente por filtración con gel. Paralelamente a la eliminación de los contaminantes en esta 
etapa, el tampón se cambia cuantitativamente. Este procedimiento asegura una composición definida de la 
disolución de proteínas dado que incluso ligeras variaciones pueden causar irreproducibilidad de los intentos de 
cristalización, o incluso inhibir la formación de cristales. Globalmente, se pudieron obtener 6 mg de proteína pura por 
litro de cultivo de E. coli, lo cual es aproximadamente 10% del contenido de FcRIIb de los cuerpos de inclusión. 

La secuenciación de la proteína N–terminal reveló la identidad con la secuencia esperada H2N–GTPAAP sin 
contaminación detectable. El análisis ESI–MS demostró que el material final usado en las pruebas de cristalización 
es homogéneo en lo que respecta al tamaño. A partir de la secuencia primaria, se calculó que el peso molecular era 
20434 Da, que se corresponde con 20429 Da encontrado por espectroscopia de masas. La discrepancia está dentro 
del error del instrumento, y no se encuentra ningún pico adicional para una especie que contenga la metionina 
conductora. 

La cristalización de shFcRIIb se realizó en gotas inmóviles usando el método de difusión de vapor. Las pruebas 
iniciales con una pantalla de matriz dispersa (Jancarik y Kim, 1991) dieron como resultado ya pequeñas agujas 
cristalinas. La optimización subsiguiente de la condición de cristalización preliminar variando el precipitante, la sal, su 
concentración y el pH condujo al aislamiento de tres formas cristalinas diferentes. Crecieron cristales ortorrómbicos a 
partir de la mezcla de 1,5 l de disolución del depósito (33% de PEG2000, acetato de sodio 0,2M, pH 5,4) con 3 l 
de la disolución de proteínas. Los cristales aparecieron al cabo de tres días, y alcanzaron su tamaño final de 
aproximadamente 80 m x 80 m x 500 m después de una semana. Estos cristales producían difracción a 1,7Å. 
También se puedieron hacer crecer cristales en otros dos grupos espaciales a partir de la disolución de depósito que 
contenía 26% de PEG8000, acetato de sodio 0,2M, pH 5,6, Zn(OAc)2 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 tamaño adecuado para análisis por rayos X, pero producían difracción
únicamente a 2,7Å y 3,8Å para las formas cristalinas tetragonal y hexagonal respectivamente (Tabla 1). 
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Se expresó FcRII en E. coli, lo que, además de los costes de producción comparativamente bajos y la 
disponibilidad, presenta varias ventajas, especialmente cuando la glucosilación llevada a cabo por células de 
mamífero no es necesaria para la función de la proteína, como en el caso de FcRII, en la que la unión de IgG ocurre 
independientemente de la unión de carbohidratos (Sondermann et al, 1998A). En E. coli se puede generar 
reproduciblemente un producto homogéneo, lo cual está en contraste con la expresión en células de mamífero, en 
las que se observan a menudo varianzas dependientes de los lotes. En un sistema de este tipo, el producto se 
expone durante varios días a proteasas a temperaturas superiores a 30ºC. Por el contrario, la expresión de la 
proteína en E. coli bajo el control del promotor fuerte T7 a 37ºC conduce frecuentemente a la formación de cuerpos 
de inclusión inaccesibles a las proteasas. Una ventaja adicional de la expresión en bacterias es que el material podía 
considerarse exento de gérmenes patógenos, que podrían proceder del suero de ternero fetal empleado o de la 
línea de células propiamente dicha. En la expresión en mamíferos debe tenerse un cuidado particular durante la 
purificación de la proteína 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 sFcR se adscribieron a una contaminación con 
TGF1 (Galon et al, 1995).  

1.6 Purificación 

El procedimiento de purificación es directo. Se compone de tres etapas que pueden realizarse fácilmente en un solo 
día. La proteína se obtiene en una forma pura y con altos rendimientos, y podría incluso obtenerse con una calidad 
considerable sin la costosa columna de afinidad de IgG. El éxito de un protocolo de este tipo dependería de la 
preparación cuidadosa de los cuerpos de inclusión, dado que la mayoría de las impurezas pueden eliminarse ya en 
la primera etapa de purificación. 

1.7 Caracterización 

El FcRIIb purificado se caracterizó por SDS–PAGE y enfoque isoeléctrico, así como por secuenciación N–terminal y 
espectroscopia de masas. Así, el material puede considerarse puro y homogéneo con respecto a su composición 
química, pero la cuestión intrigante de si el receptor está plegado correctamente sigue sin ser esclarecida. Todas las 
cisteínas están apareadas, dado que no se detectan grupos tiol libres con el ensayo de Ellman. El material es 
monomérico, y eluye con el tiempo de retención esperado en picos de forma simétrica a partir de una columna de 
cromatografía de exclusión de tamaños. Adicionalmente, FcRIIb se une a IgG–sefarosa, y el FcRIIb recombinante 
de E. coli es activo dado que se une específicamente a IgG. 

1.8 Cristalización 

La forma cristalina ortorrómbica de FcRIIb difractó los rayos X a una resolución de 1,7Å, lo cual es una mejora 
espectacular en comparación con los cristales dados a conocer previamente de la misma molécula derivada de la
expresión en células de insecto (Sondermann et al, 1998A). Estos cristales producían difracción a 2,9Å, y eran del 
grupo espacial P3121. Así pues, la glucosilación del receptor derivado de células de insecto influye en las 
condiciones de cristalización. En lugar del grupo espacial trigonal, se encuentran tres formas cristalinas diferentes. 
Después de una posible resolución de la estructura, estas formas cristalinas contribuirán a identificar las 
conformaciones artificiales de la proteína debidas a contactos de los cristales. 

Los FcR no exhiben similitud alguna de secuencia con otras proteínas, pero, debido a una separación conservada 
de las cisteínas, se afilian a la superfamilia de las inmunoglobulinas. Por esta razón, se intentó resolver la estructura 
por reemplazamiento molecular, pero numerosas pruebas en que se usaron dominios de IgG procedentes de una 
diversidad de moléculas fracasaron. Así pues, la estructura de FcRIIb tiene que resolverse por los métodos de 
reemplazamiento isomórfico múltiple. 

Se ha demostrado por primera vez que puede obtenerse FcRIIb en una forma activa a partir de E. coli. Esto 
constituye la base para investigaciones cristalográficas que redundarán pronto, debido a los cristales de calidad 
excepcional ya obtenidos, en la resolución de la estructura de esta importante molécula. La estructura proporcionará 
información acerca del sitio de unión de IgG, y proporcionará un punto de partida para el diseño, basado en el 
conocimiento, de fármacos que interfieren con el reconocimiento del ligando por su receptor. Adicionalmente, debido 
a la gran homología entre FcRIIb y otros FcR, incluyendo FcRIa, parece posible que estas moléculas puedan 
producirse de la misma manera, lo cual podría proporcionar un material valioso para la investigación en curso. 

1.9 Métodos 

Química de la proteína 

Se expresó FcRIIb humano soluble recombinante en E. coli, se replegó, se purificó y se cristalizó como se ha 
descrito en otro lugar (Sondermann et al, 1988B). Resumidamente, la región extracelular putativa de hFcRIIb2 
(Engelhardt et al, 1990) se sobreexpresó en E. coli. Los cuerpos de inclusión se purificaron por tratamiento de las 
células con lisozima, y tratamiento con ultrasonidos subsiguiente. La suspensión resultante se centrifugó (30 min a 
30.000 x g) y se lavó con tampón que contenía 0,5% de LDAO. La etapa de centrifugación y la resuspensión en 
tampón que contenía LDAO se repitió una vez más antes de repetir este procedimiento dos veces sin LDAO. Los 
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cuerpos de inclusión se resolvieron en hidrocloruro de guanidina 6M, y la proteína se renaturalizó como se ha 
descrito. La disolución de proteína dializada y filtrada se aplicó a una columna de hlgG sefarosa, y se eluyó por un 
salto de pH. Las fracciones neutralizadas concentradas se sometieron a cromatografía de exclusión de tamaños en 
una columna Superdex–75 (26/60, Pharmacia).  

Cristalización 

La cristalización se realizó en gotas inmóviles a 20ºC usando la técnica de difusión de vapor. Los escrutinios de 
cristalización 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 ortorrómbica), 26% de 
PEG8000, 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 PEG8000, acetato de sodio 0,2M, pH 5,6, Zn(OAc)2 5 mM, cloruro de sodio 100 mM (forma hexagonal). La 
proteína derivada de células de insecto se cristalizó en 32% de PEG6000, acetato de sodio 0,2M, pH 5,3. 

Preparación de derivados de átomos pesados 

Los derivados de átomos pesados se prepararon empapando los cristales en el tampón de cristalización que 
contenía cloruro de (2,2’–6,2”-terpiridinio)platino(II) 2 mM durante 24 horas, o cloruro de uranilo 10 mM durante 8 
días. 

Recogida de datos de rayos X 

Los datos de difracción se recogieron en un sistema de imágenes en placa (MAR Research) usando radiación CuK
monocromática de grafito a partir de un generador de ánodo 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). 

Determinación de la estructura 

La estructura se resolvió con los procedimientos estándar del método MIR. Del gran número de remojos realizados 
con componentes de átomos pesados diferentes, solamente los dos compuestos produjeron mapas de Patterson 
interpretables. Las posiciones de los átomos 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 átomos pesados y establecer un origen común para los derivados. Se 
incluyeron datos anómalos para discriminar entre los enantiómeros. Los parámetros de los átomos pesados se 
refinaron ulteriormente con el programa MLPHARE procedente del paquete CCP4, lo que condujo a las estadísticas
recopiladas en la Tabla 2. Se calculó un mapa de densidad electrónica hasta una resolución de 2,1Å, 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 electrónica resultante era de calidad suficiente para disponer la mayor parte 
de los restos de aminoácidos. La construcción del modelo se realizó con O (Jones et al, 1991) en una estación de 
trabajo Indigo2 (Silicon Graphics Incorporation). El refinamiento de la estructura se realizó con XPLOR (Brünger et
al, 1987) aumentando gradualmente la resolución hasta 1,7Å usando el conjunto de parámetros de Engh y Huber 
(Eng y Huber, 1991). Cuando la estructura estuvo completa después de varias tandas de construcción del modelo y 
refinamiento de los factores B de restricción individuales (Rfac = 29%/Rlibre = 36%), se incorporaron 150 moléculas de 
agua en la densidad electrónica cuando un mapa de Fo–Fc contorneado a 3,5  coincidió con la densidad 
electrónica bien definida de un mapa de 2Fo–Fc contorneado a 1 . La estadística de refinamiento resultante se 
muestra en la Tabla 3. 

1.10 Determinación de la estructura 

La estructura cristalina del FcRIIb humano soluble recombinante se resolvió por reemplazamiento isomórfico
múltiple (MIR) hasta resolución de 1,7Å, dado que una resolución 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 aminoácidos 1–187 como se representan en 
SEC ID NO: 2) se utilizó para pruebas de cristalización (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 electrónica. Adicionalmente, el 
modelo contiene 150 moléculas de agua, y las estadísticas de refinamiento se resumen en la Tabla 2. La estructura 
contiene una prolina cis en la posición 11. Ninguno de los ángulos de torsión de la cadena principal está localizado 
en regiones rechazadas del gráfico de Ramachandran. Se utilizó el modelo totalmente refinado para resolver la 
estructura de la misma proteína en cristales del grupo espacial P42212 y de la forma glucosilada derivada de células 
de insecto en cristales del grupo espacial P3121 (Tabla 2). 

La cadena polipeptídica de FcRIIb se pliega en dos dominios semejantes a Ig como era de esperar por su afiliación 
dentro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Cada dominio se compone de dos láminas beta que están 
dispuestas en un sándwich, conectando el puente de disulfuro conservado las hebras B y F en las láminas opuestas 
(Fig. 3). Tres hebras  anti–paralelas (A1, B, E) se oponen a una láminas de cinco hebras  (C’, C, F, G, A2), con lo 
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cual la cadena A1 abandona la lámina  de tres hebras y sufre cruzamiento con la láminas anti–paralela de cuatro 
hebras, añadiendo la quinta hebra paralela corta A2. La disposición de los elementos de la estructura secundaria, 
así como su conectividad, es idéntica en ambos dominios del FcRIIb, y un ajuste de cuerpo rígido de un dominio 
sobre el otro reveló una distancia r.m.s. de 1,29Å de 67 átomos C coincidentes. 

Los dominios están dispuestos de modo casi perpendicular entre sí, encerrando un ángulo de 70 grados entre sus 
ejes largos, que forman una estructura global acorazonada. Esta disposición da como resultado una región 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 están entrelazados con los restos de las cadenas A1 y B del dominio C–terminal. Esta región 
está fuertemente compactada, y la interacción se ve reforzada por varios enlaces de hidrógeno, dando como 
resultado una disposición rígida. Esto se confirma por la conservación de la estructura en tres grupos espaciales 
diferentes. En las formas cristalinas ortorrómbica, tetragonal y hexagonal (derivadas de células de insecto) se 
encuentra una desviación menor que 2º en el ángulo entre dominios. 

1.11 Estructuras globales 

La estructura del FcRIIb humano recombinante derivado de E. coli se resolvió por MIR hasta 1,7Å de resolución a 
partir de cristales ortorrómbicos. Se encuentra una estructura esencialmente idéntica en cristales tetragonales y, con 
proteína derivada de células de insecto, en cristales hexagonales. En las tres estructuras, los últimos nueve restos 
de la cadena del polipéptido se encontraron desordenados. La flexibilidad de la región enlazadora C–terminal entre 
el núcleo estructurado de la molécula y la parte transmembránica puede ser funcionalmente importante para permitir 
alguna reorientación del receptor a fin de mejorar el reconocimiento de las partes de Fc en los inmunocomplejos.  

1.12 Receptores homólogos 

Los dominios de Ig encontrados en la superfamilia de proteínas de Ig se caracterizan por una estructura en 
sándwich beta, conectando un puente disulfuro conservado dos hebras de las láminas opuestas. La disposición 
típica de las hebras beta anti–paralelas 3 y 4 que forman un sándwich como el encontrado en FcRIIb ocurre 
también en el receptor de las células T, fragmento de Fc, CD4 o el fragmento de Fab. Una alineación estructural de 
los dominios de Ig individuales de estas moléculas con los dos dominios de FcRIIb muestra una estructura común, 
estrechamente relacionada. Sin embargo, la disposición relativa de los dominios no está 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 desviación r.m.s. sorprendentemente baja de los átomos C que resultan cuando se superponen los 
dos dominios de FcRII, no se encuentra ninguna similitud significativa de secuencias (Figs. 5a y 5b). Una alineación 
de secuencias basada en la estructura muestra un patrón de hidrofobia conservado a lo largo de la secuencia de los 
dominios, junto con, además de las cisteínas, solo pocos restos de aminoácidos idénticos. Se preparó primeramente 
una alineación basada en la estructura de los dos dominios C–terminales de la cadena pesada de IgG1 y el FcRIIb, 
y se añadieron las secuencias de los otros dominios de FcR y FcRIa relacionados. Esto demuestra que las 
secuencias de los tres dominios FcRI y los receptores de los dos dominios son compatibles con el patrón de 
hidrofobia de los dominios de Ig y se revelan varios restos de aminoácidos conservados. Primeramente, los 
diferentes dominios de un FcR están más relacionados entre sí que a los dominios de Ig de otras moléculas de la 
superfamilia de Ig. En segundo lugar, los dominios N–terminales de los receptores están relacionados entre sí como 
lo hacen los segundos dominios. En tercer lugar, la secuencia del tercer dominio de FcRI muestra características de 
ambos grupos de dominios. Considerados en su conjunto, se confirma la afiliación de los FcR en la superfamilia de 
Ig y se especula que todos los dominios de FcR proceden de un ancestro común, un antiguo receptor de un solo 
dominio que adquirió un segundo dominio por duplicación génica. El desarrollo divergente ulterior de un receptor de 
dos dominios de este tipo dio como resultado la actual diversidad, incluyendo FcRI, que adquirió un tercer dominio. 

La conservación de estos restos de aminoácidos que contribuyen al contacto entre dominios en FcRIIb en la 
alineación es un indicio de una disposición de dominios similar en diferentes receptores. En la Tabla 4, los restos 
que contribuyen con sus cadenas laterales al contacto entre dominios (Fig. 4) están recopilados para FcRIIb, junto 
con los restos de aminoácidos correspondientes en otros receptores de acuerdo con la alineación de secuencias 
basada en estructuras de Fig. 5b. Excepto para Asn15, que no está conservado entre los FcR, los restos implicados 
son idénticos o están reemplazados de modo conservativo, proporcionando un fuerte respaldo para una estructura y 
disposición de dominios similar en todos los FcR. 

1.13 La interfaz de contacto a IgG 

Una información limitada acerca de las interacciones de FcR con sus ligandos está disponible a partir de estudios de 
mutagénesis (Hogarth et al, 1992; Hulett et al, 1994; Hulett et al, 1995). Intercambiando sistemáticamente bucles 
entre las hebras  de FcRIIa para los restos de aminoácidos de FcRIa, se evaluaron los bucles B/C, C’/E y F/G del 
domino C–terminal como importantes para la unión de ligandos (Fig. 3, Fig. 5b). En el modelo de estructura, estos 
bucles son adyacentes y están libremente accesibles al ligando potencial. Adicionalmente, la mayoría de los restos 
de aminoácidos en estos bucles se intercambiaron por alaninas por mutaciones de un solo sitio que dieron como 
resultado una alteración drástica de la afinidad de FcRIIa por la IgG1 humana dímera. Asimismo, el intercambio de 
un solo aminoácido 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 FcRIIa por IgG1 murina, apunta a dicha región. Así, los restos de 
aminoácidos en esta área son importantes para la unión de ligandos o para la integridad estructural de esa región. 
En este caso, la estructura muestra un agrupamiento de los restos de aminoácidos hidrófobos Pro 114, Leu 115 y 
Val 116 en la vecindad de Tyr 157. Este parche está separado de la región Leu 159, Phe 121 y Phe 129 por los 
restos de aminoácidos cargados positivamente Arg 131 y Lys 117 que sobresalen de la estructura central (Fig. 5b). 

1.14 Glucosilación 

En la secuencia de FcRIIb, se encuentran tres sitios de N–glucosilación potenciales. Los tres sitios se encuentran 
en la superficie de la molécula, y son accesibles. Están 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 
resolución de esta estructura se obtuvo a partir de E. coli, no contiene carbohidratos, mientras que los FcR aislados 
de células de mamífero están altamente glucosilados. Los tres sitios de glucosilación potenciales están localizados 
bastante lejos de la región de unión de IgG putativa, y el FcRIIb humano no glucosilado se une a IgG humana, lo 
que sugiere un papel menor de la glucosilación en la unión. Esto fue confirmado por la estructura del FcRIIb 
producido en células de insecto que está glucosilado (Sondermann et al, 1998A). Excepto por un cambio de 2º del 
ángulo de interdominio debido posiblemente a contactos con cristales diferentes, no se encontraron diferencias entre 
las estructuras de la proteína glucosilada y no glucosilada. Los tres sitios de glucosilación se usan sólo 
opcionalmente como se demuestra por SDS–PAGE, en el que el material aparece en cuatro bandas. No se encontró 
densidad electrónica adicional alguna para dichos azúcares como consecuencia de la heterogeneidad química y 
estructural. 

Ejemplo 2 (Ejemplo Comparativo) 

shFcRIIA (FcRIIa 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 Clonación y Expresión 

Se generó shFcRIIa mutando el ADNc de tipo salvaje respectivo (Stengelin et al, 1988) y se expresó de acuerdo 
con el Ejemplo 1 con los cebadores mutágenos enumerados en la Tabla 5. Para la expresión de la proteína se 
seleccionó un vector pTT22b +. 

2.2 Replegamiento y purificación 

Se replegó shFcRIIa de acuerdo con el Ejemplo 1 con el tampón de replegamiento respectivo que se indica en la 
Tabla 6. 

2.3 Cristalización

Se cristalizó shFcRIIa como se describe en las condiciones indicadas en la Tabla 7. 

2.4 Determinación de la estructura 

La estructura se resolvió con el método de reemplazamiento isomorfo, con shFcRIIb como modelo de investigación.

Ejemplo 3 

shFcRIII (FcRIII humano soluble)

El procedimiento se realizó de acuerdo con el Ejemplo 1, excepto en lo que respecta a los cambios que se indican:

3.1 Clonación y Expresión  

Se generó shFcRIII mutando el ADNc de tipo salvaje respectivo (Simmons y Seed, 1988), y se expresó de acuerdo 
con el Ejemplo 1 con los cebadores mutágenos enumerados en la Tabla 5. Para la expresión de la proteína se 
seleccionó un vector pET22b +. 

3.2 Replegamiento y purificación 

Se replegó shFcRIII de acuerdo con el Ejemplo 1 con el tampón de replegamiento respectivo enumerado en la 
Tabla 6. 

3.3 Cristalización

Se cristalizó shFcRIII como se describe en las condiciones indicadas en la Tabla 7. 
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3.4 Determinación de la estructura 

La estructura se resolvió con el método de reemplazamiento isomorfo, con shFcRIIb como modelo de investigación. 

3.5 Cristalización de un complejo de shFcRIII:hFc1 

Se utilizó hlgG1 derivada del suero de un paciente con mieloma para preparar fragmentos de Fc (hFc1) por digestión 
con plasmina (Deisenhofer et al, 1976). Los fragmentos de Fc resultantes se separaron de los fragmentos de Fab 
por cromatografía con proteína A. La hlgG parcialmente digerida se separó por cromatografía de exclusión de 
tamaños con MBS (MOPS 2 mM, NaCl 150 mM, azida de sodio al 0,02%, pH 7,0) como tampón de ejecución. 
Cantidades equimolares de hFc1 y shFcgRIII se mezclaron y se diluyeron con MBS hasta una concentración de 10 
mg/ml. El complejo se cristalizó como se describe en las condiciones indicadas en la Tabla 5. 

Ejemplo 4 

shFcRII (FcRII humano soluble) 

El procedimiento se realizó de acuerdo con el Ejemplo 1, excepto por lo que respecta a los cambios que se indican: 

4.1 Clonación y Expresión 

Se generó FcRII mutando el ADNc de tipo salvaje respectivo (Kikutani et al, 1986), y se expresó de acuerdo con el 
Ejemplo 2 con los cebadores mutágenos enumerados en la Tabla 5. Para la expresión de la proteína se seleccionó 
un vector pET23a +. 

4.2 Replegamiento y purificación 

El replegamiento de shFcRII se logró como se describe en el Ejemplo 1, con la excepción de que, antes de una 
dilución rápida, los cuerpos de inclusión disueltos se dializaron frente a cloruro de guanidina 6M, acetato de sodio 20 
mM, pH 4,0. Se replegó shFcRII de acuerdo con el Ejemplo 1 con el tampón de replegamiento respectivo indicado 
en la Tabla 6. Después del replegamiento, la disolución de proteína se dializó frente a PBS, se concentró 100 veces, 
y se purificó por cromatografía de filtración con gel sobre Superdex 75. Esto proporcionó shFcRII puro, que se 
dializó frente a TRIS/HCl 2 mM, NaCl 150 mM, azida sodio al 0,02%, pH 8,0, se concentró hasta 10 mg/ml y se 
almacenó a 4ºC. 

Ejemplo 5 

shFcRI (FcRI humano soluble) 

El procedimiento se realizó de acuerdo con el Ejemplo 1, excepto en lo que respecta a los cambios que se indican: 

5.1 Clonación y Expresión 

Se generó shFcRI mutando el ADNc de tipo salvaje respectivo (Allen y Seed, 1988), y se expresó de acuerdo con el 
Ejemplo 1 con los cebadores mutágenos enumerados en la Tabla 5. Para la expresión de la proteína se seleccionó 
un vector pET32a +, que contiene después de la tiorredoxina N–terminal un marcador de hexahistidina con un sitio 
C–terminal de escisión por trombina, seguido del shFcRI en marco con las proteínas y restos de aminoácidos 
mencionados. Para la sobreexpresión de la proteína de fusión, se usó la cepa BL21 (DE3) de E. coli que contenía 
los plásmidos pUBS y pLysS (Novagen).  

Los cuerpos de inclusión purificados se solubilizaron en guanidina–HCl 6M, –mercaptoetanol 10 mM, TRIS 50 mM, 
pH 8,0, y se unieron a una columna Ni–NTA (Qiagen). La elución se realizó con un gradiente de imidazol que 
variaba desde imidazol 0M a imidazol 1M. La proteína eluida se dializó 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 4ºC. Después de concentrar la 
disolución de proteínas hasta 25% del volumen inicial, se añadió trombina. Después de 6 h de incubación a 37ºC, la 
tiorredoxina N–terminal y el marcador de His se eliminaron por completo como se comprobó por secuenciación N– 
terminal. Durante esta digestión, el shFcgRI precipitó cuantitativamente de la disolución. 

5.2 Replegamiento y purificación 

Se replegó shFcRI de acuerdo con el Ejemplo 1 con el tampón de replegamiento respectivo indicado en la Tabla 6. 
Después de que el potencial redox disminuyó hasta 1 mM, la disolución se dializó frente a PBS pH 8,0, y se 
concentró. 

La proteína replegada se analizó por cromatografía de exclusión de tamaños, que produjo un pico del receptor 
monomérico propuesto, y SDS–PAGE no reductora, que mostró una banda principal a 30 kDa. 
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Ejemplo 6 

shFcRIa (FcRIa humano soluble) 

El procedimiento se realizó de acuerdo con el Ejemplo 1, excepto en lo que respecta a los cambios que se indican: 

6.1 Clonación y Expresión 

Se generó shFcRI mutando el ADNc respectivo de tipo salvaje (Kochan et al, 1988), y se expresó de acuerdo con el 
Ejemplo 1 con los cebadores mutágenos enumerados en la Tabla 5. Para la expresión de la proteína se seleccionó 
un vector pET23a +. 

Breve descripción de las Figuras 

Fig. 1: SDS–PAGE reductora al 15% que muestra la purificación de sFcRIIb 

Línea 1: Marcador de peso molecular. Línea 2: Lisado de E. coli antes de la inducción. Línea 3: Lisado de E. coli 1 h 
después de la inducción. Línea 4: Lisado de E. coli 4 h después de la inducción. Línea 5: Cuerpos de inclusión 
purificados de sFcRIIb. Línea 6: Eluato de la columna de afinidad de hlgG. Línea 7: Fracciones agrupadas de la 
columna de filtración con gel. 

Fig. 2: Filtración en gel en el equilibrio 

Se aplicó 1 g de hFc disuelto en 10 l de tampón de equilibrado (10 g de sFcRIIb/ml de PBS) a una columna de 
cromatografía de exclusión de tamaños, y se midió la absorbancia del efluente (280 nm) en función del tiempo. El 
fragmento de Fc inyectado forma un complejo con el sFcRIIb en el tampón de equilibrado (t = 22 min). El pico 
negativo de sFcRIIb consumido se observa a t = 26 min. 

Fig. 3: Estructura global del sFcRIIb humano 

Representación en cinta estereográfica de la estructura de sFcRIIb. Los bucles supuestos importantes para la unión 
de IgG se representan en rojo con algo de los restos dentro del sitio de unión y el puente disulfuro conservado en 
representación de punto y raya. Los sitios de N–glucosilación potenciales se muestran como bolas verdes. Los 
términos están marcados, y las hebras  se numeran consecutivamente para el dominio N–terminal en negro, y para 
el dominio C–terminal en azul. La figura se creó 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 sFcRIIb. Los restos 
de aminoácidos del dominio N–terminal se representan en azul, y los restos del dominio C–terminal en amarillo. El 
modelo está cubierto por una densidad electrónica de 2Fo–Fc contorneada a 1  obtenida a partir de las 
coordenadas finales. Los puentes de hidrógeno entre los dominios se representan por líneas blancas. La figura se 
creó usando el programa MAIN (Turk, 1992). 

Fig. 5a: Superposición de los dos dominios de FcRIIb y el dominio CH2 de IgG1 humana 

Se superpusieron ambos dominios de FcRIIb y el dominio CH2 de hlgG1. El dominio N–terminal se representa en 
azul, el dominio C–terminal en rojo, y el dominio CH2 de hlgG1 en verde. Los términos respectivos están marcados, 
y los puentes disulfuro conservados se representan como líneas delgadas. 

Fig. 5b: Alineación de secuencias basada en la estructura de los dominios de sFcRIIb 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 
FcRIIb y del fragmento de Fc de hlgG1 realizado con el programa GBF–3D–FIT (Lessel y Schomburg, 1994). Los 
restos de aminoácidos con una distancia C menor que 2,0Å en los dominios superpuestos están enmascarados: lila 
para los restos coincidentes entre los dominios del fragmento de Fc; amarillo para los restos en los dominios de 
FcRIIb; y verde cuando se pueden superponer en los cuatro dominios. Las hebras  se indican bajo esta parte del 
alineamiento, y están marcadas consistentemente con la Figura 3. 

La parte inferior de la figura muestra el alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los otros FcR y el FcRIa 
homólogo 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 numeración se refieren a los dominios N– y C–terminales de FcRIIb. 
Las cisteínas conservadas están impresas en color magenta, y los sitios potenciales de glucosilación en azul. Los 
restos idénticos dentro del primer dominio están 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 FcRI está alineado entre los dominios primero y segundo. Las flechas rojas apuntan a los restos que 
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están 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 unión de IgG. La figura se produjo con el programa ALSCRIPT 
(Barton, 1993). 

Fig. 6: Los sitios de unión putativos de FcRIIb 

5 Representaciones en superficie sólida de FcRIIb tal como se produjeron con GRASP (Nicholls et al, 1991); la 
codificación de colores está 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 rotación de aproximadamente 90º en sentido contrario a las 
agujas del reloj alrededor de la vertical. En Fig. 6b, la molécula se ha hecho girar 90º en el sentido de las agujas del 
reloj alrededor del mismo eje. Ambas vistas muestran las regiones de unión putativas en el dominio C–terminal (Fig. 

10 6a) y N–terminal (Fig. 6b). Los restos de aminoácidos expuestos en el texto están marcados. 

Fig. 7: Traza de C de las estructuras superpuestas de los receptores de Fc

FcRIII rojo, FcRIIa verde y FcRIIb azul. Los restos importantes para la unión de IgG se muestran en punto y raya. 
Los términos N y C están marcados. 

Fig. 8: Vista de conjunto de la estructura cristalina de FcRIII/fragmento de Fc en representación de cinta 

15 Los restos de azúcar unidos al fragmento de Fc se indican en punto y raya. El FcRIII (azul) se une en la región 
bisagra inferior entre la cadena B (roja) y la cadena A (verde) del fragmento de Fc. 

Fig. 9: Primer plano en la región de unión del FcRIII y el fragmento de Fc 

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

20 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 están 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 FcRIII humano en contacto con el fragmento de Fc en la estructura cristalina de los 

25 complejos están conectados por líneas (negras para la interacción hidrófoba, rojas para los puentes salinos, y azules 
para los puentes de hidrógeno). Los restos del receptor de Fc en contacto con la cadena A del fragmento de Fc 
están conectados con líneas de trazos, y los que están en contacto con la cadena B del fragmento de Fc con líneas 
continuas. Las líneas rojas, azules y negras representan contactos cargados, polares y de otros tipos, 
respectivamente.  

30 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 están 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 están 
sombreados en azul. La parte inferior de la figura muestra una parte del alineamiento de anticuerpos humanos con la 

35 secuencia de IgE de ratón (mlgE). Los restos del FcRIII humano en contacto con el fragmento de Fc en la 
estructura cristalina de los complejos están conectados por líneas (negras para la interacción hidrófoba, rojas para 
los puentes salinos, y azules para los enlaces de hidrógeno). Los restos del receptor de Fc en contacto con la 
cadena A del fragmento de Fc están conectados por líneas de trazos, y los que están en contacto con la cadena B 
del fragmento de Fc con líneas continuas. Las líneas rojas, azules y negras representan contactos cargados, polares 

40 y de otros tipos, respectivamente. 

Fig. 11 y Fig. 12:  

La Fig. 11 y la Fig. 12 muestran un alineamiento del sFcR, sFcRIa y la forma corta de sFcRII producidos, y los 
sFcR y sFcRIa producidos sin sFcRII, respectivamente. 

Tabla 1: Resultados cristalográficos 

45 En esta Tabla se muestran los datos cristalográficos preliminares obtenidos 
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 Ortorrómbico Tetragonal Hexagonal 

Grupo espacial P212121 [19] P42212 [94] P3 [143] 

Dimensiones de la celdilla 
unitaria 

a=40,8Å, b=50,9Å, 
c=80,5Å, =90º, =90º, 
=90º 

a=85,7Å, b=85,7Å, 
c=63,4Å, =90º, =90º, 
=90º 

a=80,9Å, b=80,9Å, c=157,0Å, 
=90º, =90º, =90º 

Rfusión 5,8% 9,8% 13,6% 

Resolución  1,7 Å 21,87Å 3,8Å 

Único 18.040 6.616 7.210 

Finalización 89,1% 97,1% 63,0% 

Multiplicidad 3,5 4,4 1,3 

VM, moléculas por unidad 
asimétrica, contenido de 
disolvente 

2,0Å3/Da, 1 mol, 41% 
disolvente 

2,91Å/Da, 1 mol, 58% 
disolvente 

2,97Å/Da, 5 moles, 59% 
disolvente 

Tabla 2: Estadísticas de recogida de datos 

Derivado Grupo 

espacial 

No. de 
reflexiones 
únicas 

Multiplicidad Resolución 

(Å) 

Finalización 
(global/envoltura 
última) (%/%) 

Rm 

(%) 
Nº de 
sitios 

Potencia de 
puesta en 
fase 

NATI P212121 18009 3,6 1,74 92,9/86,4 5,5 

NATI P42212 6615 4,5 2,70 97,1/94,3 10,1 

NATI– 
Baculo 

P3121 3545 2,5 3,0 93,0/98,9 14,4 

UOAc P212121 7722 4,2 2,1 96,8/95,7 7,3 1 1,79 

PtPy P212121. 5520 3,9 2,3 89,7/49,6 10,5 1 1,39 

Rm = I/h – </h>I/</h> 

Potencia de puesta en fase: <FH>/E, en la que <FH> =  (FH
2/n)1/2 es la amplitud de estructura de los átomos 

pesados por r.m.s. 

E =  [(FPHC–FPH)2/n]1/2 es el error residual de falta de cierre, siendo FPH la amplitud del factor de estructura y FPHC = 
|FP + FH| la amplitud calculada del factor de estructura del derivado.

Tabla 3: Estadísticas de refinamiento

 Intervalo de resolución (Å) 8,0–1,74Å

 No. de reflexiones únicas (F > O (F)) 16252

 Factor R

 Rlibre* 

19,4 

27,9

 No. de átomos por unidad asimétrica

 proteína 

   disolvente 

1371 

150 
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 Desviación Rms de la geometría ideal

   longitud de enlace (Å) 

   ángulo de enlace (º) 

0,009 

2,007

 Factores B medios (Å2) 

   cadena principal de proteína

   cadena lateral de proteína

   disolvente 

18,8 

25,2 

36,7

 Desviación Rms de los factores B enlazados (Å2) 4,1 

* Rlibre: 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 vía cadenas laterales 

FcRIIb FcRIIa FcRIII FcRI FcRIa 

Asn15 Asn Ser Ser Arg 

Asp20 Asp Asp Glu Glu 

Gln91 Gln Gln Gln Gln 

His108 His His His His 

Trp110 Trp Trp Trp Trp 

Tabla 5: Cebadores usados para la amplificación de los FcR 

Constructo Cebador de 5’ Cebador de 3’ 

sFcRI 5’-CACCCATATGGCAGTGATCTCTTT-3’ 5’-AGGACTCGAGACTAGACAGGAGTTGGTAAC­
3’ 

sFcRIIa 5’-ACAGTCATATGGCAGCTCCCC-3’ 5’-AAAAAAAGCTTCAGGGCACTTGGAC-3’ 

sFcRIIb 5’-AATTCCATGGGGACACCTGCAGCTCCC-3’ 5’-CCCAGTGTCGACAGCCTAAATGATCCCC-3’ 

sFcRIII 5’-AAAAAAACATATGCGGACTGAAG-3’ 5’-AAAAAAGCTTAACCTTGAGTGATG-3’ 

sFcRIa 5’-GATGGCCATATGGCAGTCCCTCAG-3’ 5’-CAATGGATCCTAAAATTGTAGCCAG-3’ 

sFcRII 5’-AAAAAAACATATGGAGTTGCAGG-3’ 5’-TGGCTGGATCCATGCrCAAG-3’ 

Los sitios de restricción introducidos están subrayados; los codones de partida y de parada están escritos en 
negrilla–cursiva. 

Tabla 6: Condiciones de replegamiento para los FcR 

Constructo Tampón 

sFcRI TRIS/HCl 0,1M, arginina 1,2M, NaCl 150 mM, GSH 5 mM, GSSG 0,5 mM, azida de sodio al 
0,02%, pH 8,0 

sFcRIIa TRIS/HCl 0,1M, arginina 1,4M, NaCl 150 mM, GSH 2 mM, GSSG 0,5 mM, azida de sodio al 
0,02%, pH 8,0 

sFcRIIb TRIS/HCl 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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sFcRIII TRIS/HCl 0,1M, arginina 1,0M, NaCl 150 mM, GSH 2 mM, GSSG 0,5 mM, azida de sodio al 
0,02%, pH 8,0 

sFcRII TRIS/HCl 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 cristalización para los FcR 

Constructo Condición Grupo espacial, constantes de 
celda 

Resolución 

sFcRIIa 26% de PEG8000, acetato de sodio 
0,2M/ácido acético pH 4,6, azida de 
sodio al 0,02% 

C2, a=80,4Å, b=49,7Å, 
c=54,6Å, a=g=90º, b=128,1º 

3,0Å 

sFcRIIb 33% de PEG2000, acetato de sodio 
0,2M, azida de sodio al 0,02%, pH 5,4 

P212121, a=40,8Å, b=50,9Å, 
c=80,5Å, a=b=g=90º 

1,7Å 

sFcRIII 22% de PEG8000, MES/TRIS 0,1M 
pH 7,8, azida de sodio al 0,02% 

P22121, a=36,7Å, b=60,3Å, 
c=85,6Å, a=b=g=90º 

2,5Å 

sFcRIII: hFc1 6% de PEG8000, MES/TRIS 0,1M pH 
5,6, tartrato de Na/K 0,2M, azida de 
sodio al 0,02% 

P6522, a=b=115,0Å,
c=303,3Å, a=b=90º, g=120º 

3,3Å 

sFcRIII 22% de PEG8000, MES/TRIS 0,1M 
pH 7,8, azida de sodio al 0,02% 

P22121, a=36,7Å, b=60,3Å, 
c=85,6Å, a=b=g=90º 

2,5Å 
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REIVINDICACIONES 

1. Preparación cristalina de un receptor de Fc o Fc soluble recombinante, caracterizándose dicho receptor por la 
ausencia de dominios transmembránicos, péptido señal y glucosilación, y obteniéndose mediante expresión de un 
ácido nucleico que codifica tal receptor en procariotas. 

2. Preparación cristalina según la reivindicación 1, en la que el receptor es de origen humano. 

3. Preparación cristalina según la reivindicación 1 ó 2, en la que la misma contiene una de las secuencias de 
aminoácidos como se muestra en SEC ID NO: 3 y 4. 

4. Preparación cristalina de un complejo de receptor de Fc o Fc soluble recombinante/inmunoglobulina, en la que 
el receptor de Fc o Fc soluble es según las reivindicaciones 1 a 3. 

5. Uso de datos de la estructura cristalina obtenibles a partir de un receptor de Fc o Fc soluble recombinante, y/o a 
partir de un complejo de un receptor de Fc o Fc soluble recombinante y su inmunoglobulina correspondiente, en un 
programa de obtención de modelos asistido por ordenador, usando una preparación cristalina según una cualquiera 
de las reivindicaciones 1 a 4, para la identificación y/o generación de inhibidores del receptor de Fc o Fc que son 
complementarios al receptor de Fc o Fc soluble recombinante, inmunoglobulinas mutadas que son capaces de 
unirse a los receptores de Fc o Fc, y de este modo evitan la unión normal entre los FcR y las partes constantes de 
los anticuerpos, receptores de Fc o Fc, y/o inhibidores de inmunoglobulinas que son complementarios al sitio de 
unión de inmunoglobulina del receptor de Fc o Fc soluble recombinante, en el que dicho receptor de Fc o Fc se 
caracteriza por la ausencia de dominios transmembránicos, péptido señal y glucosilación, y se obtiene mediante la 
expresión de un ácido nucleico que codifica tal receptor en procariotas. 

6. Un método para la identificación y/o preparación producción de inhibidores del receptor de Fc o Fc o de 
inmunoglobulinas, así como receptores de Fc o Fc o inmunoglobulinas mediante mutagénesis, que comprende las 
etapas de 

(i) proporcionar una preparación cristalina de un receptor de Fc o Fc soluble recombinante, caracterizándose dicho 
receptor por la ausencia de dominios transmembránicos, péptido señal y glucosilación, y siendo obtenible mediante 
expresión de un ácido nucleico que codifica tal receptor en procariotas, 

(ii) usar la preparación cristalina obtenida de (i) para la generación de datos estructurales tridimensionales, y 

(iii) seleccionar y diseñar, basándose en los datos estructurales obtenidos en (ii), 

(a) inhibidores que son complementarios al sitio de unión del receptor de Fc o Fc para inmunoglobulinas; 

(b) inhibidores que son complementarios al sitio de unión de inmunoglobulinas para receptores de Fc o Fc; 

(c) receptores de Fc o Fc que se pueden usar como antagonistas y competidores. 
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Inyección de 1 g PLS + 1 g hFc en RB, RB: PBS 

Inyección de 1 g hFc en RB, RB: 10 g PLS/ml PBS 

41

ES 2 366 909 T3



42

ES 2 366 909 T3



43

ES 2 366 909 T3



44

ES 2 366 909 T3



45

ES 2 366 909 T3



46

ES 2 366 909 T3



47

ES 2 366 909 T3



48

ES 2 366 909 T3



49

ES 2 366 909 T3



50

ES 2 366 909 T3



51

ES 2 366 909 T3



52

ES 2 366 909 T3



53

ES 2 366 909 T3



54

ES 2 366 909 T3



A
lin

ea
m

ie
n

to
 d

e 
lo

s 
sF

c
R

, 
sF

c
R

Ia
 y

 l
a 

fo
rm

a 
co

rt
a 

d
e 

sF
c

R
II 

55

ES 2 366 909 T3





56

ES 2 366 909 T3





A
lin

ea
m

ie
nt

o 
de

 lo
s 

sF
c

R
 y

 s
F

c
R

Ia
 p

ro
du

ci
do

s 
si

n 
sF

c
R

II 

57

ES 2 366 909 T3





58

ES 2 366 909 T3


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



