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DESCRIPCION
Sustancia que se une al receptor humano IlIb mediante Fc de IgG (FcyRIIb)

La invencion se refiere a nuevos inmundgenos que poseen epitopos conformacionalmente discriminadores (CDEs),
y a métodos de inmunizacién para producir anticuerpos que reconocen especificamente proteinas con homélogos
muy estrechamente relacionados. En particular, la invencion se refiere a anticuerpos que son especificos para
FcyRIIb y que son utiles para el diagnostico y tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, infecciones, tumores y
otras afecciones en las que esta implicado el sistema inmunitario.

Los receptores de Fc (FcRs) desempefian un papel clave a la hora de defender al organismo humano frente a
infecciones. Después de que los patégenos tienen acceso a la circulacidon sanguinea, son opsonizados por los
anticuerpos (inmunoglobulinas, Igs). Esto conduce a la formacion de complejos inmunitarios. Las porciones Fc de los
anticuerpos se pueden unir a receptores de Fc que estan presentes en virtualmente todas las células del sistema
inmunitario. Existen FcRs especificos para todas las clases de Ig. La letra griega indica la clase de Ig a la que se
une, es decir, los receptores de Fcy reconocen IgG, etc.

Desde hace afios se conoce que los receptores de Fc para IgG (FcyR) desempefian un papel importante a la hora
de accionar respuestas efectoras (Metzger, 1992A). Estas incluyen, dependiendo del FcyR expresado y del tipo
celular, endo- y fagocitosis que dan como resultado la neutralizacion de los patégenos y la presentacion de
antigenos, citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC), activacion de neutrdfilos,
regulacién de la produccién de anticuerpos, o la secrecién de mediadores inflamatorios (Fridman et al., 1992; van de
Winker y Capel, 1993; Ravetch y Bolland, 2001).

En contraste con el papel beneficioso que los FcRs desempefan en el individuo sano, también transmiten la
estimulacion del sistema inmunitario en alergias (por ejemplo, mediadas por FceR1a) o enfermedades
autoinmunitarias. Ademas, algunos virus emplean los FcyRs 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 FcyRs, como en el
caso del Ebola (Yang et al., 1998) y del sarampién (Ravanel et al., 1997).

Los receptores de Fc para IgG (FcyR) son los mas ampliamente extendidos de la familia de receptores de Fc, y se
expresan en un patron definido en todas las células activas inmunoldgicas. FcyRI se expresa constitutivamente en
monocitos y macréfagos, y puede ser inducido en neutrdfilos y eosindfilos. El papel fisiolégico de FcyRI todavia es
desconocido, ya que la expresion en monocitos no es vital (Ceuppens et al.,, 1988). La forma anclada a
glucosilfosfatidilinositol (GPI) de FcyRIIl (FcyRIlIb) se expresa exclusivamente en granulocitos. Debido a su parte
citoplasmica faltante, la transduccion de sefiales en la célula se produce solamente via otras proteinas
transmembranicas, como el receptor del complemento tipo 3 (CR3), que se pueden asociar al menos con FcyRIlIb
(Zbou et al., 1993; Poo et al., 1995). FcyRllla se expresa principalmente en monocitos y macrofagos, pero sélo junto
con una proteina asociada denominada cadena y. FcyRlla es el receptor con la distribucion mas amplia en las
células inmunocompetentes, y esta implicado principalmente en la endocitosis de complejos inmunitarios. FcyRIlb se
expresa en células B, en las que es el unico receptor de IgG, y en células efectoras tales como macrofagos,
neutrofilos y mastocitos, pero no en células NK ni en células T.

Estructuralmente, la parte extracelular de los FcyRs consiste en tres (FcyRI, CD64) o dos (FceRI, FcyRIl, CD32 y
FcyRIIl, CD16) dominios similares a Ig (aprox. 10 kDa/dominio), y por lo tanto pertenece a la superfamilia de
inmunoglobulinas. Ademas de los dominios extracelulares, los FcRs tienen un dominio transmembranico, y un
dominio intracelular, con la excepcion del FcyRIlIb anclado a GPI. Los receptores son homdlogos entre si, y la
identidad global en la secuencia de aminoacidos entre los FcyRs y el FceRla supera el 40% en sus regiones
extracelulares. FcyRlla y FcyRIlb difieren en su region extracelular en sélo 6% de los restos de aminoacidos. No
obstante, ambas formas se pueden distinguir por sus caracteristicas de union a las subclases de IgG humana y de
raton (van de Winkel y Capel, 1993) y su distinta afinidad hacia IgGs humanas (Sondermann et al., 1999A).

Los FcRs estan muy glucosilados. La secuencia de ADNc de muchos receptores de Fc es conocida, y se han
generado algunos FcR recombinantes solubles. Los receptores de Fc recombinantes solubles, que se caracterizan
por la ausencia de dominios transmembranicos, péptido sefial y glucosilacion, se describen en el documento WO
00/32767.

El documento WO 00/32767 describe polipéptidos de FcyRIIb solubles que comprenden el motivo de aminoéacido
RGTH, que corresponde a los aminoacidos 27-30 de la secuencia de aminoacidos de FcyRIIb segun la presente
invencion.

El documento WO 00/32767 describe ademas el uso del polipéptido de FcyRIIb soluble para la identificacion de
sustancias que son capaces de actuar como inhibidores del reconocimiento y unién de anticuerpos a los receptores
celulares respectivos.
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Los FcyRs aparecen en diversas isoformas (FcyRla, b1, b2, c; FcyRlla1-2, b1-3, c) y alelos (FcyRlla1-HR, -LR;
FcyRIIIb-NA1, -NA2) (van de Winkel y Capel, 1993). En contraste con las partes extracelulares homdlogas globales,
los dominios transmembranicos y citoplasmicos de hasta 8 kDa difieren enormemente.

Los FcyRs se pueden dividir en dos clases generales segun su funcion, que puede ser activadora o inhibidora. Los
receptores activadores estan asociados con un motivo de activacién a base de tirosina del inmunorreceptor (ITAM)
de 16 aminoacidos que tiene la secuencia de consenso Y-Xz-L/I-Xg-Y-Xo-L/I (Isakov, 1997). Este motivo se puede
encontrar, por ejemplo, en FcyRlla. La otra clase de FcRs son los receptores inhibidores, que tienen un motivo
inhibidor (ITIM) citoplasmico de 6 aminoacidos que tiene la secuencia de consenso V/I-X-Y-X2-V/L (Isakov, 1997). Un
ejemplo de tal FcR inhibidor es FcyRIlb.

La activacién e inhibicién via los motivos ITAM e ITIM se efectian mediante fosforilacion de la tirosina. Dependiendo
del tipo celular particular, activadas por el receptor de Fc, diferentes tirosina cinasas estan implicadas en estas rutas
de sefalizacion (Amigorena et al., 1992). Tanto los FcyRs activadores como inhibidores se pueden expresar en la
misma célula, lo que permite el funcionamiento de los receptores activadores e inhibidores en concierto para un
ajuste fino de la respuesta inmunitaria.

FcyRIIb tiene dos actividades inhibidoras. Una de estas depende del motivo ITIM, y se produce cuando FcyRllb se
liga a un receptor que tiene ITAM (por ejemplo FcyRlla), dando como resultado la inhibicion de la movilizacién del
calcio accionada por ITAM y la proliferacion celular. Esto significa que los procesos dependientes del calcio, tales
como desgranulacion, fagocitosis, ADCC, liberacion de citocinas, y activacion proinflamatoria, y también la
proliferacion de células B son bloqueados por FcyRIIb. La segunda actividad inhibidora de FcyRllb implica la
homoagregacion del receptor (agrupamiento de FcyRIIb), que envia una sefial proapoptética al citoplasma. La sefial
proapoptética sélo se ha dado a conocer en células B, y se puede bloquear por ligaciéon de FcyRIIb al receptor de
células B (BCR). Estudios in vivo sugieren que FcyRIIb desempefia un papel en la tolerancia periférica, debido a que
los ratones a los que se les ha desactivado FcyRIlb desarrollan espontaneamente enfermedades autoinmunitarias.
Por otro lado, también se ha dado a conocer que FcyRIlb disminuye la citotoxicidad frente a tumores (Clynes et al.,
2000). Los ratones deficientes en FcyRIlb y tratados con un anticuerpo antitumoral mostraron ADCC aumentada,
dando como resultado la reduccion de la metastasis tumoral, mientras que los ratones deficientes en receptores de
Fc activadores fueron incapaces de detener el crecimiento tumoral, cuando se trataron con el mismo anticuerpo.

La generacion de anticuerpos inmunizando animales con proteinas o péptidos como inmundgenos es conocida en la
técnica. Los protocolos de inmunizacion convencionales usan péptidos lineales como inmundégenos, que derivan de
antigenos de interés. La desventaja de tales métodos es que, debido a que la estructura tridimensional de los
epitopos se pierde completamente a menudo, los anticuerpos resultantes no son muy especificos, 0 comprenden
una gran fraccion de anticuerpos dirigidos a epitopos distintos de aquél de interés.

Durante la ultima década, los protocolos de inmunizacion que usan células que expresan receptores de Fc, o que
usan receptores de Fc desnaturalizados, sélo han dado como resultado anticuerpos que fueron capaces de detectar
especificamente receptores de Fc desnaturalizados (transferencia Western), o no fueron capaces de discriminar
entre el FcyRlla y FcyRIIb relacionados en estirpes celulares (por ejemplo U-937, Raji) o células sanguineas. Hasta
la fecha, no hay anticuerpos u otras sustancias de uniéon que se unan selectiva y especificamente a FcyRIlb en su
conformacion nativa y/o su entorno natural.

Los protocolos de inmunizacion convencionales, que implican péptidos o proteinas recombinantes como antigenos,
no son muy adecuados para producir anticuerpos especificos frente a proteinas para las cuales existen homoélogos
con una identidad de secuencia muy elevada. En general, los anticuerpos se producen usando como inmunégenos
pequefos péptidos lineales. Tales péptidos no representan la conformacién nativa del epitopo en la proteina de la
que derivan. Ademas, la gran mayoria de los anticuerpos producidos por el animal inmunizado se dirigen contra
epitopos de la proteina portadora a la que estd conjugado el antigeno, o contra epitopos en el antigeno
recombinante que son comunes a los homologos. En consecuencia, los anticuerpos producidos no son especificos,
y/o fallan a la hora de detectar el antigeno en su conformacion nativa. Adicionalmente, se pueden localizar sitios de
glucosilacién en los epitopos de interés, y enmascarar estos sitios. Los protocolos de inmunizacién convencionales
que usan estos epitopos sin la glucosilacion nativa respectiva encontrada en la molécula diana dan como resultado
anticuerpos que fallan a la hora de reconocer el antigeno en su conformacion nativa.

Un aspecto de la presente invencion es proporcionar péptidos o polipéptidos recombinantes que se pueden usar
como inmundégenos para producir anticuerpos capaces de discriminar entre un antigeno de interés y antigenos
estrechamente relacionados, y un método para generar tales péptidos y los anticuerpos correspondientes y otras
sustancias que tienen especificidad inmunolégica.

Es un aspecto adicional de la presente invencion, proporcionar sustancias que se pueden unir selectivamente a y
discriminar entre subtipos de receptores de Fc, actuando de ese modo como una sustancia de unién de receptores
Fc util para el tratamiento y diagnostico de trastornos inmunitarios, en particular enfermedades autoinmunitarias, y
como agentes antitumorales que potencian la eficiencia de tales terapias promoviendo la ADCC frente a células
tumorales.
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Es un aspecto adicional de la presente invencidon proporcionar un protocolo de inmunizacion que permitira la
generacion de tales sustancias de union a FcyRllb, en particular anticuerpos, especialmente anticuerpos
monoclonales con la especificidad mencionada anteriormente.

Los inventores de la presente invencién han encontrado un enfoque para desarrollar sustancias, en particular
anticuerpos, que son capaces de discriminar entre proteinas muy estrechamente relacionadas y/o proteinas y
antigenos con homologia elevada.

Sorprendentemente, se encontré que es posible producir anticuerpos especificos frente a proteinas de interés
cuando se usan como antigeno frente a los cuales se producen los anticuerpos los denominados epitopos
conformacionalmente discriminadores (CDEs).

La presente invencion se refiere por lo tanto a un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a
FcyRIlb humano en el entorno natural del receptor de Fc, y que se une especificamente a un péptido o polipéptido
artificial que comprende un epitopo conformacionalmente discriminador (CDE) que comprende los aminoacidos 27-
30 de la secuencia de aminoacidos de FcyRIIb segun SEC ID NO. 2, en el que el péptido o polipéptido artificial tiene
una longitud de 5 a 30 aminoacidos.

Para los fines de la presente invencién, un péptido o polipéptido artificial es aquel que es producido por cualquier
procedimiento técnico, tal como técnicas recombinantes, o preferiblemente mediante sintesis peptidica.

Un CDE es un epitopo en una proteina que tiene una conformacion especifica en la proteina. Los anticuerpos que
son especificos para tal epitopo pueden discriminar entre una proteina y homodlogos muy estrechamente
relacionados. EI CDE comprende al menos un aminoacido que difiere entre la proteina en la que esta presente y los
homdlogos de esa proteina (resto unico). Los restos Unicos no necesitan estar en estrecha proximidad en la
secuencia lineal de la proteina a fin de ser parte del mismo epitopo. La ventaja es que los péptidos de la invencion
no tienen solo la secuencia lineal de esos epitopos, sino que también imitan su estructura. EI CDE contiene al
menos uno de tales restos Unicos, preferiblemente al menos dos, mas preferiblemente mas de dos de tales restos
unicos. El CDE representa el sitio de unién para un anticuerpo.

Los péptidos tienen una longitud de 5, preferiblemente de alrededor de 8, méas preferiblemente de alrededor de 10 a
30, mas preferiblemente hasta alrededor de 20, mas preferiblemente hasta alrededor de 18, mas preferiblemente
hasta alrededor de 15 aminoacidos.

La estabilizacion estructural en este contexto significa que el péptido se estabiliza de manera que el CDE esta
presente en su conformacion tridimensional nativa en la proteina original tan proxima como sea posible. La
estabilizacion estructural se puede lograr por un nimero de medios. En particular, el péptido se circulariza de
manera que forma una estructura tridimensional estable, tal como un bucle. La estabilizacién del péptido se puede
lograr mediante acoplamiento N- a C-terminal, la formacion de puentes de cisteina, o formando puentes entre
cadenas laterales de aminoacidos. Se pueden formar pseudopéptidos.

Preferiblemente, el péptido o polipéptido también posee restos de glucosilaciéon. El péptido se genera
preferiblemente de manera que los aminoacidos glucosilados se incorporan en los mismos sitios que estan
glucosilados en la proteina nativa de la que deriva el CDE. Preferiblemente, los aminoacidos glucosilados se
seleccionan de N-acetil-glucosamina, fucosa, xilosa, manosa, y conjugados de galactosa, pero esta lista no es
exhaustiva. Si el epitopo discriminador contiene un sitio de N-glucosilacion, se puede incorporar en el péptido un
conjugado artificial de un resto de asparagina con una N-acetil-glucosamina, para potenciar la probabilidad de que el
sustrato nativamente glucosilado sea reconocido por los anticuerpos resultantes después de la inmunizacion exitosa.
En consecuencia, para sitios de O-glucosilacion, se puede conjugar un resto de serina o treonina se puede conjugar
con un resto de manosa, fucosa, xilosa, galactosa o N-acetil-galactosamina, respectivamente.

Los péptidos y polipéptidos se pueden acoplar adicionalmente a una molécula portadora. Tales moléculas
portadoras se seleccionan preferiblemente de haptenos, péptidos, polipéptidos y otros inmundgenos. Los péptidos
se pueden injertar en otros péptidos y proteinas, incluso en la misma proteina o sus partes de la que se derivo el
CDE.

Segun la invencién, un anticuerpo o su fragmento se une especificamente a un péptido o polipéptido artificial que
posee un CDE de un receptor de FcyRIlb que comprende los aminoacidos 27-30 de SEC ID NO: 2, en el que el
péptido o polipéptido artificial tiene una longitud de 5 a 30 aminoacidos. Sorprendentemente se ha encontrado que
hay epitopos especificos en la porcion extracelular de FcyRIlb que permiten la generacion de anticuerpos que se
unen especificamente a FcyRIIb. Esto es particularmente Gtil debido a que la familia de receptores de Fc comprende
inusualmente homodlogos estrechamente relacionados que son dificiles de distinguir usando anticuerpos
convencionales. En particular, la presente invencion hace posible generar sustancias que se unen a FcyRIIb pero no
a FcyRlla, y viceversa.

Los péptidos o polipéptidos comprenden un epitopo que comprende al menos los aminoacidos 27-30 de la
secuencia de aminoacidos de FcyRIIb humano segun la Figura 1 y SEC ID NO: 2: GIn12, Arg27, Thr29, His30,
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Val104, Lys127, Ser132, Asn135, Tyr160, y Ala171. Estos péptidos pueden representar epitopos
conformacionalmente discriminadores (CDEs) especificos de FcyRIlb, cuando se estabilizan estructuralmente
mediante circularizacion, de una manera adecuada como se ejemplifica en la Figura 2.

Estos péptidos artificiales se pueden usar entonces directamente para la inmunizacién de animales, o se pueden
acoplar a una proteina portadora, tal como haptenos o péptidos o polipéptidos, o idealmente a la propia proteina
diana. En una realizacién preferida, un CDE de FcyRIlb, o un péptido que posee tal CDE, se conjuga a FcyRIlb o a
FcyRlla.

Los péptidos y polipéptidos se usan preferiblemente como inmunégenos para inmunizar animales a fin de generar
anticuerpos especificos y, con la ayuda de la secuencia de esos anticuerpos especificos, otras sustancias
inmunolégicamente especificas. Los CDEs y los péptidos que los poseen se pueden usar para la generacion de
sustancias inmunomoduladoras que reconocen especificamente el CDE. Esto es particularmente preferido cuando
se escogen CDEs de receptores de Fc, debido a que permiten la generacidon de anticuerpos especificos para
miembros individuales de la familia de homdlogos. En particular, se pueden generar anticuerpos u otra sustancia
inmunomoduladora que reconoce FcyRIIb o FcyRlla, pero no ambos al mismo tiempo. La presente invencion permite
la generacién de anticuerpos que son capaces no soélo de reconocer especificamente FcyRIIb y discriminar entre los
dos receptores de Fc, sino también de hacerlo cuando los receptores de Fc estan en su entorno natural, por ejemplo
en cultivo celular o in vivo, por ejemplo en el torrente sanguineo.

Acoplando el CDE a la proteina de la que derivd, se reduce la reaccion inmunitaria de fondo frente a la proteina
portadora. La modificacion artificial por el CDE acoplado covalentemente da como resultado una respuesta
inmunitaria incrementada. Esto es especialmente importante si el animal inmunizado expresa proteinas similares
que serian toleradas por su sistema inmunitario. De este modo, si el péptido de la invencién posee un CDE de
FcyRIIb, esta preferiblemente acoplado al propio receptor de Fc respectivo. Esto incrementa la antigenicidad. El
acoplamiento se puede producir mediante enlace quimico u otro medio adecuado.

Este método produce preferiblemente un inmundgeno con una densidad elevada de CDEs, presentandolos de ese
modo en un entorno diferente y de este modo inmunégeno. La respuesta inmunitaria inicial esta dirigida contra la
region seleccionada como diana (CDE) que produce anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con la estructura
nativa a la que se acoplan. Estos anticuerpos que reaccionan de forma cruzada maduran hacia una mayor afinidad,
reconociendo también el CDE en su entorno natural.

Los péptidos y los CDEs también se pueden usar en la identificacion de librerias moleculares para moléculas de
unién (por ejemplo péptidos, moléculas organicas, peptidomiméticos, etc.) o librerias codificadas genéticamente (por
ejemplo presentacion de fagos de dominios variables de anticuerpos u otros marcos como lipocalinas), para
encontrar sustancias que se unen especificamente a FcyRIIb. Los péptidos se pueden usar para identificar librerias
de moléculas que se unen especificamente a FcyRIIb en células humanas.

El péptido se estabiliza estructuralmente mediante circularizacién, preferiblemente mediante acoplamiento N a C-
terminal, la formaciéon de puentes de cisteina, y/o el establecimiento de puentes entre cadenas laterales de
aminoacidos formando un pseudopéptido. Como se sefala anteriormente, el péptido se genera preferiblemente
usando aminoacidos que poseen restos de glucosilacion que estan presentes en la proteina de interés. EI método
comprende preferiblemente la etapa adicional de conjugar el péptido a una molécula portadora, que se puede
seleccionar de cualquiera de las moléculas mencionadas anteriormente.

A fin de elevar significativamente la fraccion de anticuerpos que se unen especificamente, la invencion proporciona
el siguiente método para generar anticuerpos especificos o sus fragmentos capaces de discriminar entre FcyRIIb y
FcyRIla, en el que el método comprende inmunizar animales o animales transgénicos con un péptido o polipéptido
artificial en su conformacion nativa, en el que el péptido o polipéptido comprende un CDE de FcyRIib,
comprendiendo el CDR al menos un resto que es unico para FcyRIlb, y en el que el CDE se estandariza
estructuralmente por circularizacion.

Para producir anticuerpos que discriminan entre un antigeno A y un antigeno B con elevada identidad de secuencia
con A, los aminoacidos que difieren se cartografian a la estructura de A o un modelo de estructura respectivo de A.
Los aminoacidos que difieren, que estan separados por varios aminoacidos en la secuencia primaria, pueden estar
en proximidad espacial. En caso de que estos aminoacidos que difieren sean accesibles desde el disolvente en la
estructura nativa, estas regiones superficiales se pueden considerar como epitopos conformacionalmente
discriminadores (CDE). Tales epitopos se pueden construir artificialmente mediante péptidos ciclicos o analogos
peptidicos, y son especialmente Utiles para la generacion de anticuerpos que pueden discriminar entre antigenos
fuertemente relacionados.

En una variacion de este método, se usan animales transgénicos para la inmunizaciéon, que son manipulados
mediante ingenieria genética para expresar el homdélogo u homélogos préximos, y mas tarde se inmunizan con el
antigeno diana. Los animales que expresan el FcyRIIb humano se inmunizan con FcyRlla humano o viceversa.
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En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une
especificamente a FcyRIIb humano en el entorno natural del receptor de Fc, y que se une especificamente a un
péptido o polipéptido artificial que comprende un epitopo conformacionalmente discriminador (CDE) que comprende
los aminoacidos 27-30 de la secuencia de aminoacidos de FcyRIIb segun SEC ID NO. 2, en el que el péptido o
polipéptido artificial tiene una longitud de 5 a 30 aminoacidos. Tales fragmentos de anticuerpos o derivados pueden
discriminar entre los homologos estrechamente relacionados de FcyRIlb y FcyRIla en un entorno natural, por ejemplo
en cultivo celular o in vivo.

En una realizacion preferida, el anticuerpo o su fragmento que se une a FcyRIlb no solamente se une
especificamente a FcyRllb, sino también evita que se unan las parejas de unién naturales de FcyRIlb, es decir,
anticuerpos IgG.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, los anticuerpos especificos anti-FcyRIlIb son no bloqueantes, y
reconocen un epitopo distinto del sitio de interaccion del receptor de Fc/fragmento de Fc (por ejemplo un epitopo del
dominio N-terminal alrededor de los aminoacidos 28-31). En contraste con los anticuerpos bloqueantes, estos
anticuerpos tienen la ventaja de que la union del receptor a los complejos inmunitarios no esta dafiada. El resultado
es que la activacién de los receptores por los complejos inmunitarios sigue estando intacta, y se pueden reclutar
receptores adicionales para potenciar la activacién. De este modo, es posible modular las funciones naturales de
estos receptores de Fc independientes de la union de IgG. Por ejemplo, el anticuerpo o fragmento o derivado del
mismo se puede escoger para ser capaces de reticular el receptor de Fc. De ese modo, se puede activar el receptor.
Preferiblemente, el anticuerpo o fragmento o derivado del mismo de la invencién no interfiere con la union del
complejo inmunitario a FcyRIlb o FcyRlla.

Por otro lado, el anticuerpo o fragmento o derivado del mismo se puede escoger de manera que inhiba la funcion
fisiologica de FcyRIlIb humano.

El anticuerpo o derivado o fragmento de la invencion se une preferiblemente con una afinidad por FcyRIIb mayor que
por FcyRlla. El anticuerpo o fragmento o derivado del mismo se une a FcyRIIb con una afinidad de al menos 5 veces,
preferiblemente al menos 10 veces, preferiblemente al menos 100 veces, mas preferiblemente al menos 1.000
veces, mas preferiblemente al menos 10.000 veces, mas preferiblemente al menos 100.000 veces, mas
preferiblemente al menos 10° veces, mas preferiblemente al menos 10 veces, mas preferiblemente al menos 108
veces, mas preferiblemente al menos 10° veces, mas preferiblemente 1010 veces, mas preferiblemente 10" veces,
mas preferiblemente 10" veces mayor que FcyRlla.

El anticuerpo o su fragmento puede aparecer en un estado monémero o multimero.

En anticuerpo o su fragmento puede ser capaz de unirse a moléculas de receptores de Fc reticulandolas o no sobre
la superficie celular. Preferiblemente, el anticuerpo o fragmento o su derivado es multimero a fin de reticular FcyRlla
o FcyRIlb. Como alternativa, el anticuerpo o fragmento o derivado del mismo es monémero, y es capaz de bloquear
la unién de IgG a FcyRIIb humano, pero preferiblemente no es capaz de reticular FcyRIlb.

El anticuerpo o su fragmento de la invenciéon también se puede modificar en el fragmento de Fc mediante la
modificacién de la glucosilacion y/o mutagénesis para potenciar la unién hacia subconjuntos de los receptores de Fc.

El anticuerpo o su fragmento de la invencién es capaz preferiblemente de unirse a un péptido o polipéptido artificial
como se describe anteriormente, que comprende los aminoacidos 27 a 30 de la secuencia de aminoacidos de
FcyRlIIb (Figura 1, SEC ID NO: 2.

El anticuerpo o fragmento del mismo puede ser cualquier sustancia natural, artificial, o producida
recombinantemente, que posee una regidon que se puede unir a los epitopos mencionados anteriormente de FcyRllb.
Preferiblemente, esta regidon contiene las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) del anticuerpo
que se une especificamente a FcyRIIb. Mas preferiblemente, las CDRs comprenden las secuencias como se
representan en las Figuras 5y 6.

Las CDRs descritas pueden ser la base para variaciones para mejorar adicionalmente su especificidad o disefiar
nuevos anticuerpos especificos o pananticuerpos (o moléculas de unién) para otros receptores de Fc seleccionados
o grupos de receptores. Se conocen métodos que incluyen mutagénesis aleatoria o dirigida al sitio, identificacion en
busca de secuencias relacionadas, y disefio en base al conocimiento o a la estructura.

Preferiblemente, el anticuerpo o su fragmento comprende una o ambas de las regiones ligera y variable y pesada
variable segun las SEC ID Nos: 5y 7, y/o las regiones ligera variable y pesada variable segin las SEC ID Nos: 9y
11. Lo mas preferible, el anticuerpo es CE5 o GB3.

Se prefieren anticuerpos monoclonales. Preferiblemente, es un anticuerpo o fragmento derivado del mismo que tiene
un isotipo IgG, IgE, IgM o IgA. Preferiblemente, el anticuerpo es humano o humanizado, pero también puede ser de
otro origen, tal como origen animal, en particular origen de ratén o de camello. El anticuerpo puede estar en diversas
formas, tal como un anticuerpo monocatenario, anticuerpo bi- o trifuncional o multifuncional, fragmento Fab o Fab,, o
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como un anticuerpo completo en el que el fragmento Fc tiene una afinidad modificada hacia receptores de Fc o
complemento. También puede ser un fragmento Fab, un fragmento F(ab),, o un fragmento Fv, o un fragmento scv.

El anticuerpo o su fragmento también puede ser un polipéptido o andlogo polipeptidico producido
recombinantemente que tiene una region de union especifica que comprende la secuencia de los CDRs o una
secuencia similar relacionada mas de 50%, preferiblemente mas de 70%, preferiblemente mas de 90%,
preferiblemente mas de 95% con las secuencias proporcionadas. Estas secuencias también pueden ser el punto de
partida para el disefio de inhibidores de receptores de Fc. Por lo tanto, también los peptidomiméticos son parte de la
invencion que usan o imitan motivos de secuencias de las CDRs proporcionadas.

En otra realizacién preferida, el anticuerpo o su fragmento es una anticalina o variante de lipocalina u otro sustituto
de anticuerpo.

El anticuerpo o su fragmento obtenido se puede acoplar a una molécula efectora tal como un antigeno de interés,
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, moléculas marcadoras, sustancias citotdxicas, sustancias bloqueantes
estéricamente voluminosas, y moléculas ligadoras y sustancias ligadoras.

Otro aspecto de la invencién son acidos nucleicos, vectores y células hospedantes que contienen acidos nucleicos
que codifican anticuerpos o sus fragmentos de la presente invencién como se describe anteriormente.

A partir del anticuerpo o su fragmento segun la invencion, se puede derivar una secuencia de acido nucleico que
codifica esta proteina. Preferiblemente, esa secuencia codifica las regiones variables, preferiblemente las CDRs que
se unen a los epitopos mencionados anteriormente de FcyRIIb. Mas preferiblemente, la secuencia de &cido nucleico
codifica las CDRs segun una o mas de las secuencias de acuerdo con las Figuras 5 y 6. Preferiblemente, el acido
nucleico codifica la secuencia de anticuerpos monoclonales CE5 o GB3.

La secuencia de acido nucleico se puede insertar en un vector para la expresion de la proteina segun las Figuras 5y
6, vector el cual también es un aspecto de la presente invencién. El vector comprende preferiblemente un promotor
bajo cuyo control se colocan las secuencias de acido nucleico anteriores. El vector puede ser procariota o un vector
de expresién eucariota, en el que el acido nucleico recombinante se expresa solo o en fusién con otros péptidos o
proteinas, o un vector adecuado para la vacunacion de ADN.

La invencion también proporciona una célula hospedante transfectada con el vector mencionado anteriormente. La
célula hospedante puede ser cualquier célula, una célula procariota o una célula eucariota.

La presente invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica util para el tratamiento de enfermedades
asociadas con la sefializacion mediada por receptores de Fc, que comprende una cantidad efectiva del anticuerpo o
su fragmento segun la invencion, y sustancias portadoras farmacéuticamente aceptables.

La presente invencidon proporciona ademas un kit de diagndstico para la deteccion de enfermedades
autoinmunitarias y/o cancer, que comprende un anticuerpo o su fragmento segun la invencién y/o el péptido o
polipéptido recombinante segun la invencién que comprende o representa uno de los epitopos como se describe
aqui, y opcionalmente reactivos marcadores, reactivos portadores y/o receptaculos adecuados.

La inmunizacion con los receptores de Fc no glucosilados y correctamente plegados, por ejemplo derivados de E.
coli, y decorados con los epitopos descritos, conducen sorprendentemente a anticuerpos que reconocen
especificamente receptores de Fc naturales expresados en células sanguineas y en cultivo celular (Figura 3 y Figura
4).

El anticuerpo o su fragmento segun la presente invencion es util para la producciéon de un medicamento para el
tratamiento y/o diagndéstico de afecciones que implican al sistema inmunitario. Preferiblemente, estas afecciones son
enfermedades autoinmunitarias o cancer.

Las enfermedades que se pueden tratar con un medicamento de la invencién incluyen, pero no se limitan a, artritis
reumatoide, artritis psoridsica, espondilitis anquilosante, sindrome de Rieter, psoriasis, esclerosis multiple, lupus
eritematoso.

Las enfermedades autoinmunitarias que se pueden diagnosticar o tratar usando las sustancias de la presente
invencion incluyen, pero no se limitan a, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, esclerosis multiple, purpura
trombocitopénica idiopatica, y enfermedad del hospedante frente a injerto.

Sorprendentemente, se ha encontrado que es posible potenciar ciertos procesos inmunoldgicos usando in vivo los
anticuerpos o sus fragmentos que se unen a FcyRIIb. En particular, es posible usar aquellas sustancias de la
invencion para bloquear especificamente la sefalizacion de FcyRIlb en células, e incrementar de ese modo la
respuesta inmunitaria del individuo. Esto se puede usar para incrementar la ADCC frente a células tumorales. En la
practica, la sustancia que se une a FcyRIlIb se da como adyuvante con un anticuerpo terapéutico. La sefial inhibidora
transmitida por antigenos (por ejemplo células tumorales) opsonizados con el anticuerpo terapéutico a macrofagos
activados o células B se bloquea, y el sistema inmunitario del hospedante sera mas efectivo combatiendo el
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antigeno seleccionado como diana. Esto puede ser en una manera directa marcando células tumorales que
expresan FcyRIIb (por ejemplo linfoma de células B), o usando esa sustancia de union a FcyRllb como adyuvante en
todos los enfoques que usan anticuerpos terapéuticos conocidos, y por lo tanto dependen de la ADCC del
hospedante.

Los anticuerpos terapéuticos conocidos incluyen, pero no se limitan a, Herceptin®, Rituxan®, 1IC14, PANOREX™,
IMC-225, VITAXIN™, Campath 1 H/LDP-03, LYMPHOCIDE™ y ZEVLIN™. También incluyen anticuerpos que se
unen a los siguientes antigenos de cancer: MAGE-1, MAGE-3, BAGE, GAGE-1, GAGE-2, N-
acetilglucosaminiltransferasa, p15, beta-catenina, MUM-1, CDK-4, HER- 2/neu, papilomavirus E6 humano,
papilomavirus E7 humano y MUC-1.

En ciertos linfomas, las células B o los mastocitos se transforman. El anticuerpo o su fragmento es capaz de reticular
FcyRIIb sobre la superficie de estas células, lo que marca a estas células para la eliminacion, pero adicionalmente se
transmite a estas células una sefal inhibidora y proapoptética. Este efecto es una mejora de los enfoques previos
con anticuerpos terapéuticos, que dependen completamente de la ADCC del hospedante (por ejemplo Rituxan).

El mismo anticuerpo que reticula o bloquea los receptores de Fc se puede usar para el tratamiento de la enfermedad
del hospedante frente a injerto o enfermedades asociadas con amiloides.

Para inhibir mastocitos para el tratamiento de alergias, se pueden usar los mismos constructos que bloguean y/o
reticulan FcyRlIb.

El anticuerpo o su fragmento se puede acoplar a IgE (por ejemplo transfiriendo las CDRs mostradas en la Figura 5 6
6 a una molécula de IgE). En este caso, la IgE esta unida por el FceRI expresado por mastocitos, y los CDRs
especificos de FcyRIlb reticulan el ITAM de FceRI con el ITIM del FcyRIlb. Nuevamente, se transmite a los
mastocitos una sefial inhibidora y/o apoptoética, lo que es Util en la terapia de alergias.

El anticuerpo o su fragmento (por ejemplo derivados de las secuencias representadas en las figuras 5 y 6) se
pueden usar para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias.

Tales sustancias inhiben células B, células dendriticas y granulocitos activados (por ejemplo macroéfagos), lo que
conduce a una produccion reducida de mediadores estimulantes inmunitarios, y a una reduccién en la produccion de
anticuerpos asi como la presentacion de antigenos (por ejemplo, en células dendriticas y en macréfagos,
conduciendo a una disminucion en el reclutamiento de células T). Tomado en conjunto, se inhibe el bucle de
retroalimentacién de la produccion de anticuerpos y reestimulacion del sistema inmunitario.

Preferiblemente, el anti-FcyRIIb no interfiere con la union del fragmento Fc del receptor. De esta manera, la funcion
normal del receptor Fc, en contraste con los anticuerpos bloqueantes, se mantiene y potencia la activacién de la
célula mediante el reclutamiento adicional de otros receptores.

Por otro lado, los anticuerpos anti-FcyRlla especificos, o sus fragmentos, se pueden usar en dianticuerpos para
dirigir un antigeno hacia su receptor, o los fragmentos de estos anticuerpos se pueden usar para inhibir la captacion
de complejos inmunitarios, por ejemplo para el tratamiento de ITP.

Los anticuerpos o sus fragmentos se pueden usar solos 0 en combinacion, para la produccion de inhibidores
especificos de la interaccion FcyRlIla/lgG o la interacciéon FeyRII/IgG.

A su vez, los inhibidores se pueden usar para generar estructuras cristalinas, o para el disefio a base de estructuras,
0 como sujeto para métodos evolutivos. Un uso adicional es la generaciéon de secuencias modificadas a partir de
aquella representada en las figuras 5 6 6 mediante métodos evolutivos (por ejemplo, mutagénesis aleatoria o
mutagénesis dirigida al sitio, o disefio basado en la estructura).

En particular, los inhibidores de los receptores de Fc se pueden usar para reducir o potenciar la especificidad de los
anteriores para los receptores de Fc seleccionados. Para este fin, se pueden llevar a cabo modificaciones en las
CDRs de los anticuerpos especificos, en particular de GB3 y CES5, a fin de potenciar o reducir su especificidad por
FcyRlIb.

El anticuerpo o su fragmento es util para la produccién de un medicamento para el tratamiento y/o diagnéstico de
afecciones que implican al sistema inmunitario, en particular enfermedades autoinmunitarias, preferiblemente
aquellas seleccionadas de lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, purpura trombocitopénica inmunitaria, o
esclerosis multiple. Otros usos de los anticuerpos o sus fragmentos de la invencidén son en el diagndstico y/o
tratamiento de cancer y/o alergias. Los mAbs CE5 o GB3, o sus fragmentos, son particularmente Utiles para el
tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico, purpura
trombocitopénica idiopatica, artritis reumatoide, y cancer, en particular linfomas o leucemias.

Los mAbs CE5 o GB3, o sus fragmentos, también se pueden usar para el tratamiento de cancer en combinacién con
otros compuestos terapéuticos, preferiblemente compuestos bioterapéuticos (por ejemplo anticuerpos).
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El anticuerpo o sus fragmentos generados segun la presente invencion se pueden usar para el tratamiento y/o
diagnoéstico de cancer, preferiblemente en combinacidon con otros compuestos terapéuticos, preferiblemente
compuestos bioterapéuticos (por ejemplo otros anticuerpos). El anticuerpo o su fragmento se usa entonces como un
adyuvante.

Otros usos del anticuerpo o su fragmento de la invencion incluyen el uso para la produccion de composiciones
farmacéuticas y/o de diagndstico para el tratamiento de enfermedad de hospedante frente a injerto, para el
tratamiento de enfermedades relacionadas con amiloides, o para incrementar el efecto de la vacunacion o para el
tratamiento de enfermedades asociadas con células dendriticas y/o macréfagos activados.

También es posible usar un anticuerpo o su fragmento, que comprenden fragmentos anti-FcyRlla especificos, en
anticuerpos biespecificos para dirigir antigenos hacia el transporte mediante trombocitos y/o la captacion por el
sistema de fagocitosis del higado y del bazo.

Descripcion de las figuras y listado de secuencias
Figura 1:

Alineamiento de secuencias de los dominios extracelulares de FcyRIlb y FcyRIla humanos. Los aminoacidos
que difieren estan encerrados en cajas.

Figura 2:

Estructura de FcyRIIb en una representacion de cinta. Los restos unicos se muestran en bola y palo, y los
sitios de glucosilacion potencial se indican como esferas mas grandes. Las flechas apuntan a subestructuras
extraibles posibles (epitopos 1y 2) que se pueden generar artificialmente para la mejora de los protocolos de
inmunizacion frente a antisueros de FcyRllb especificos, y subsiguientemente para la produccion de
anticuerpos monoclonales especificos de isoformas.

Figura 3:

Diagrama izquierdo: Histograma de una medida mediante FACS de células Raji (positivas a FcyRIIb y
negativas a FcyRlla) usando el suero preinmune del raton (menos), el antisuero obtenido después del
procedimiento de inmunizacién (antisuero) y el pan-FcyRII-mAb AT10 (Greenman et al., 1991). Diagrama
derecho: Marcador de fluorescencia en células U-937 (positivas a FcyRlla y negativas a FcyRIIb). El antisuero
reacciona sélo marginalmente con las células, indicando la presencia de anticuerpos especificos.

Figura 4:

Andlisis mediante FACS de sangre humana incubada con suero normal (control negativo), antisuero de un
ratén inmunizado con FcyRIIb-CDE[126-137], mAb AT10 o el anticuerpo monoclonal especifico GB3 generado
usando esta invencion. a): Analisis de transferencia de punto de la muestra de sangre en términos de tamafo
celular (FSC-H) y granularidad (SSC-H). Las regiones observadas R1, R2, R3 contienen linfocitos (células B y
T), monocitos y granulocitos, respectivamente. b) Intensidad de la fluorescencia de las células encontradas en
la regidon R1 que representa linfocitos. El pan-FcyRIIb-mAb AT10, el mAb GB3 y el antisuero tifien las células
B positivas a FcyRIIb, mientras que las células T negativas a FcyRIl no son reconocidas. c) Intensidad de la
fluorescencia de las células encontradas en la regiéon R2 que representa monocitos/macréfagos. En contraste
con los controles positivos, mAb AT10 y el antisuero, el mAb GB3 no reconoce los monocitos positivos a
FcyRlla. d) Intensidad de la fluorescencia de las células encontradas en la regidon R3 que representa
granulocitos. En contraste con los controles positivos, mAb AT10 y el antisuero, el mAb GB3 no reconoce los
granulocitos positivos a FcyRlla.

Figura 5:

Las regiones variables del anticuerpo GB3 clonado. Las regiones enmarcadas en cajas representan las
CDRs, mientras que los términos subrayados pueden variar debido a artefactos de clonacion introducidos por
el cebador. a) Region variable de la cadena ligera; b) region variable de la cadena pesada.

Figura 6:

Las regiones variables del anticuerpo CE5 clonado. Las regiones enmarcadas en cajas representan las
CDRs, mientras que los términos subrayados pueden variar debido a artefactos de clonacion introducidos por
el cebador. a) Region variable de la cadena ligera; b) regién variable de la cadena pesada.

Figura 7:

El glucopéptido CDE[126-137] usado para inmunizacién y generacion de anticuerpos especificos de FcyRIlb.
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Figura 8:

Inmunizacion de ratones SJL con un anticuerpo especifico anti-FcyRII de raton. Se inmunizaron SJLj con 200
ng de MOG en el dia 0. El tratamiento con anticuerpo anti-FcyRIl (dosis de 50 ng/semana) comenzé en el dia
5. La puntuacion clinica se monitorizé diariamente, y se da como la media de los 8 ratones por grupo.

SEC ID NO: 1 secuencia de aminoacidos de FcyRlla (como en la Fig. 1)

SEC ID NO: 2 secuencia de aminoacidos de FcyRIIb (como en la Fig. 1)

SEC ID NO: 3 secuencia del glucopéptido CDE [126-137]

SECID NO: 4 secuencia de acido nucleico de la region ligera variable de mAb GB3

SECID NO: 5 secuencia de aminoacidos correspondiente de la regién ligera variable de mAb GB3
SEC ID NO: 6 secuencia de acido nucleico de la region pesada variable de mAb GB3

SECIDNO: 7 secuencia de aminoacidos correspondiente de la region pesada variable de mAb GB3
SEC ID NO: 8 secuencia de acido nucleico de la region ligera variable de mAb CE5

SEC ID NO: 9 secuencia de aminoacidos correspondiente de la region ligera variable de mAb CE5
SEC ID NO: 10 secuencia de acido nucleico de la region pesada variable de mAb CE5

SEC ID NO: 11 secuencia de aminoacidos correspondiente de la regién pesada variable de mAb CE5

Todos los ejemplos sélo son para fines ilustrativos.
Ejemplos
Ejemplo 1

Sintesis de Ciclo-[N-B-(2-acetilamino-desoxi-2-B-glucopiranosil)-Asn'*®, Gly'*']-(129-141)-FcyRllb2, CDE[126-
137]

Los derivados de aminoacidos estandar procedieron de Alexis (Laufelfingen, Suiza), el derivado
fluorenilmetoxicarbonilico (Fmoc) de Asn(N-B-3,4,6-tri-O-acetil-2-acetilamino-desoxi-2-p-glucopiranosil)-OH procedid
de Merck-Novabiochem (Darmstadt, Alemania), y la resina clorotritilica previamente cargada procedié de Pepchem
(Tabingen, Alemania). Los reactivos y disolventes fueron de la mayor calidad comercialmente disponible, y se
usaron sin purificacion adicional. La HPLC analitica de fase inversa se llevé a cabo en un equipo Waters (Eschborn,
Alemania) con una columna Symmetry Cg (5 um, 3,9 x 150 mm, Waters) mediante elucién con gradiente lineal: (1)
0-100% de A en 15 min., o (2) 0-30% de A en 20 min., hasta 50% de A en 5 min., y hasta 100% de A en otros 5 min.
(caudal de 1,5 ml/min., y deteccion de UV a 210 nm). El sistema de elucion binario fue (A) acetonitrilo/2% de H3PO,4
(90:10) y (B) acetonitrilo/2% de H3PO4 (5:95). La HPLC preparativa de fase inversa se llevd a cabo en un equipo
Abimed (Langenfeld, Alemania) usando Nucleosil C1g PPN (5 um, 100 A, 10 x 250 mm, Macherey-Nagel, Diiren,
Alemania) y un gradiente de 0,08% de acido trifluoroacético (TFA) en acetonitrilo (A) y 0,1% de TFA en agua (B) a
un caudal de 10 ml/min.: 2% de A durante 7 min., hasta 40% de A en 50 min., y hasta 70% de A en otros 5 min. Los
espectros de ESI-MS se registraron en un espectrometro de cuadrupolo triple Perkin-Elmer SCIEX API 165. La LC-
MS se llevo a cabo con una columna Nucleosil Cg (5 um, 100 A, 1 x 250 mm, Macherey-Nagel) usando gradientes
lineales de 0,1% de TFA en agua y 0,08% de TFA en acetonitrilo (caudal: 30 pl/min.; deteccién a 210 nm).

a) Sintesis peptidica en fase sélida

El precursor peptidico lineal se sintetiz6 manualmente en resina de Fmoc-Gly-clorotritilo (232 mg, 0,13 mmoles)
siguiendo procedimientos estandar de quimica Fmoc/terc-butilo (tBu). El grupo Fmoc se escindié en cada etapa con
dos tratamientos sucesivos (3 y 20 min.) con 20% de piperidina en N-metilpirrolidona (NMP). Para Fmoc-Ser(tBu)-
OH y Fmoc-Phe-OH, se aplicaron acoplamientos dobles (2 x 1 h) con Fmoc-aminoacido/hexafluorofosfato de 2-(1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio  (HBTU)/N-hidroxibenzotriazol = (HOBt)/N,N-diisopropiletilamina (DIEA)
(4:4:4:8 eq.) en NMP, mientras que el derivado de Asn glucosilado se introdujo mediante acoplamiento Unico usando
Fmoc-aminoacido/hexafluorofosfato de (1H-benzotriazol-1-iloxi)-tripirrolidinofosfonio (PyBOP)/HOBY/DIEA (2:2:2:5
eq.) en NMP. La reaccién se termind después de 5 h, como se confirmé mediante el ensayo de Kaiser. Se llevé a
cabo una etapa de proteccion de los extremos de la cadena con anhidrido acético/DIEA (1:1, 3 eq.) durante 10 min.
antes del alargamiento de la cadena. Para la acilacidon con los derivados de aminoacidos que quedan (Arg se
introdujo como el derivado Arg-2,2,4,6,7-pentametil-dihidrobenzofuran-5-sulfonilico [Pbf]), se usaron nuevamente
acoplamientos dobles (2 x 1,5 h) con Fmoc-aminoacido/HBTU/HOBUt/DIEA (6:6:6:12 eq.) en NMP.
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b) Escisién del péptido con cadena lateral protegida.

El péptido lineal con cadena lateral protegida se escindi6 de la resina tratando el péptido-resina con 5 ml de 1% de
TFA en diclorometano (DCM) durante 3 min. El filtrado se analizé mediante cromatografia de capa fina (TLC)
(CH3Cl/MeOH/H20, 8:3:1) antes de la adicion de 1 ml de piridina al 10% en metanol. El tratamiento con TFA se
repitié hasta que el control de TLC en el filtrado fue negativo (cuatro tratamientos globales). Finalmente, la resina se
lavé con DCM vy trifluoroetanol para mejorar la recuperacion del péptido. Los filtrados que contienen el péptido y los
lavados finales se combinaron y se concentraron hasta un pequefio volumen. El residuo se diluyé con MeOH, y el
producto se precipitd con agua enfriada con hielo. El producto bruto se recogié mediante filtracion (270 mg, 80% de
rendimiento) y se caracterizd6 mediante HPLC analitica (gradiente 1) y ESI-MS. Se encontr6 un pico principal (tr 9,5
min.; ESI-MS: m/z = 2520 [M+H]"; M, = 2519,0 calc. para C120H18sN20036S) y un pico secundario (tg 9,3 min.; ESI-
MS: m/z = 2478 [M-42+H]") en la relacién de 75:20 que corresponden al producto esperado y al producto
secundario, respectivamente. La diferencia de masas se atribuyo a la pérdida de un grupo protector acetilico de Asn
(AcsAcNH-B-Glc).

c) Ciclacion.

La ciclacion de la cadena principal se logré a una concentracion peptidica de 0,9 mM en N,N-dimetilformamida
(DMF), en presencia de PyBOP/HOBY/DIEA (1,5:1,5:3,5 eq.). La base se anadié en porciones durante 1 h. La
conversion del péptido lineal en la forma ciclica se monitorizé mediante HPLC analitica, y se terminé después de 2,5
h. La mezcla de reaccion se llevd a sequedad, y el residuo se triturd y se lavé con éter dietilico enfriado en hielo,
para eliminar trazas de DMF antes de la escision de TFA.

d) Escision de los grupos protectores de la cadena lateral.

Los grupos protectores de la cadena lateral labiles a acidos se eliminaron disolviendo el péptido ciclico en 10 ml de
TFA/triisopropilsilano (TISH)/H20 (90:5:5) enfriado en hielo. Después de agitar 2 h, el TFA se elimind a presién
reducida, el residuo oleoso se diluyé con una pequefia cantidad de MeOH, y el producto bruto precipitd con éter
dietilico enfriado en hielo. El precipitado se recogié mediante centrifugacién, se lavé varias veces con éter enfriado
en hielo, y finalmente se liofilizé en agua. El glucopéptido bruto, que, ademas de la forma triacetilada, segun LC-MS
estaba contaminado con los derivados di- y monoacetilo, se suspendié en MeOH vy se tratd en porciones con NaOMe
durante 30 min. hasta que se alcanzé un pH aparente de > 10. La reaccion se monitorizé mediante HPLC, y después
de 3,5 h se paraliz6 por adiciéon de acido acético glacial hasta pH < 5. La mezcla se llevé a sequedad, y el sdlido se
suspendiéo en MeOH y se volvidé a precipitar con éter dietilico enfriado con hielo. El precipitado se recogié por
filtracion y se liofilizé en agua. El producto bruto se purific6 mediante HPLC preparativa, y el glucopéptido ciclico se
aislé como material liofilizado; rendimiento: 20% de rendimiento (basado en la carga de resina de partida de 0,13
mmoles); HPLC: > 95 % (tr 7,37 min. con gradiente 2); ESI-MS: m/z = 1642,8 [M+H]"; M = 1641,8 Da calculado para
C71H108N20025.

Acoplamiento del CDE[126-137] a FcyRllb para producir FcyRIIb-CDE[126-137].

Se afiadieron 100 pl de FcyRIIb soluble humano (10,6 mg/ml) a 1490 ul de borato 50 mM pH 10 y 410 pl del
glucopéptido CDE[126-137] (2 mg/ml), y se agité suavemente a temperatura ambiente. Se afiadieron lentamente 100
pl de una disolucion de glutaraldehido al 0,3%, y toda la mezcla se agité durante otras dos horas a RT antes de
afadir 100 pl de glicina 1 M. El FcyRIIb-CDE[126-137] resultante se agitdé durante otros 30 min., y después se dializd
frente a PBS, y se concentro.

Ejemplo 2
Inmunizacién con Fcyllb-CDE[126-137]

Un raton C57B1/6 hembra de seis semanas se inmunizé intraperitonealmente cada dos semanas con una emulsion
de 50 ng de FcyRIIb-CDE[126-137] en 100 pl de adyuvante completo de Freund (CFA, Sigma/Deisenhofen,
Alemania) durante tres veces. Tres semanas después de la ultima inmunizacion, el ratén se revacuné con 50 pg del
FcyRIIb-CDE[126-137]. Tres dias mas tarde, se retird el bazo del animal y se llevo a cabo la infusion de las células
extraidas con células de mieloma segun Bazin y Lemieux, 1989.

Ejemplo 3
Identificacion del hibridoma para la especificidad por FcyRIIb-CDE[126-137]

Se aislaron los clones que fueron capaces de crecer en presencia de hipoxantina, aminopterina, y timidina, y su
sobrenadante se ensayd en ensayos de ELISA, en los que FcyRIIb-CDE[126-137] se revistié previamente en la
placa de microtitulacién con 120 ng de sFcyRlla/b por pocillo (en 100 ul de PBS, 20°C, 12 h). La placa se lavo y se
incub6 con PBS/T (PBS/0,2% de Tween 20, 30 min.). A cada pocillo se afadieron 100 ul del hibridoma respectivo
(100 pl, 90 min.). La placa se lavd tres veces con tampdn de bloqueo antes de que se afiadiesen 100 ul de un
anticuerpo de cabra anti-IgG + IgM de ratén marcado con peroxidasa (Dianova, Hamburgo, Alemania), diluido en
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PBS/T. Después de incubar durante 90 min. y lavar posteriormente con PBS/T, se aplicaron a los pocillos 100 ul de
tampon de sustrato (tampdn de citrato/fosfato 0,2 M pH 5,2, 4 mg/ml de o-fenilendiamina, 0,024% (v/v) de peroxido
de hidrégeno. La reaccion se detuvo afiadiendo 50 pl de acido sulfurico 8 N, y la absorbancia se midié a 490 nm en
un lector de ELISA.

Los clones que fueron positivos en este ensayo se ensayaron mediante citometria de flujo (FACTS) usando 10°
células Raiji por muestra (ATCC CCL-86), que expresan enormemente FcyRllb humano. Tras incubar con 100 pl de
sobrenadante de hibridoma durante 30 min. en hielo, las células se lavaron con 1 ml de RPMI/10% de FCS, y se
precipitaron mediante centrifugacion (400 x g, 4°C, 5 min.). SE afiadieron 100 ul de anticuerpo anti-humano de cabra
marcado con FITC (Dianova, Hamburgo/Alemania). Tras incubar durante 30 min. en hielo, las células se lavaron
(RPMI/10% de FCS) y se sometieron a citometria de flujo (FACSort, Becton Dickinson, Heidelberg/Alemania). Para
cada muestra, se determind el valor de la mediana de la fluorescencia para 5.000 células contadas. Los
sobrenadantes de hibridoma que fueron positivos en este ensayo se sometieron a un ensayo similar usando células
U-937 (ATCC CRL-1593.2), que expresan enormemente FcyRlla, para determinar la especificidad del hibridoma por
FcyRIIb. Como control positivo para ambas estirpes celulares, se usé el pan-FcyRII-mAb AT10 (Greenman et al.,
1991).

Ejemplo 4
Inmunizacién de ratones SJL con un anticuerpo anti-FcyRIl de raton especifico

Se inmunizaron ratones SJL con 200 pg de MOG para inducir encefalomielitis autoinmunitaria experimental (EAE) en
un modelo de animal establecido de esclerosis multiple. El tratamiento profilactico asi como terapéutico (datos no
mostrados) de 8 ratones por grupo con un anticuerpo especifico anti-FcyRIl de ratéon (50 pg/semana) reduce
significativamente los sintomas (puntuacion clinica) de la enfermedad (0 = sano, 1 = ligera pardlisis, 2 = paralisis
media, 3 = fuerte paralisis, 4 = paralisis completa, 5 = muerte). Los resultados se muestran en la Figura 8.
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Gly Tyr

Arg Leu

50

Arg Phe

<210> 10
<211> 343

65

Pro Val

Glu Leu

ctg
Leu

acc
Thr
20

tat
Tyr

atc
Ile

ggc
Gly

gag
Glu

cgt
Arg
100

Gln

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Thr

acc cag

Thr Gln
5

atc tca

Ile Ser

atg cac
Met His

tat ctt
Tyr Leu

agt ggg
Ser Gly
70

gag gat
Glu Asp
85

tcg gag
Ser Glu

Leu Thr

Thr Ile
20

Tyr Met

Ile Tyr

Gly Ser

Glu Glu

85

Arg Ser
100
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tct
Ser

tac
Tyr

tgg
Trp

gta
Val
55

tct

Ser

gct
Ala

gg9
Gly

Gln

Ser

His

Leu

Gly

70

Asp

Glu

cct
Pro

agg
Arg

aac
Asn
40

tce
Ser

ggg
Gly

gca
Ala

gga
Gly

Ser
Tyr
Trp
Val

55
Ser

Ala

Gly

gct
Ala

gcc
Ala
25

caa
Gln

aac
Asn

aca
Thr

acc
Thr

cca
Pro
105

tce
Ser
10

agc
Ser

cag
‘Gln

cta
Leu

gac
Asp

tat
Tyr
90

agce
Ser

Pro Ala

Arg Ala

25 .

Asn Gln

40

Ser Asn

Gly Thr

Ala Thr

Gly Pro

105

19

tta
Leu

aaa
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

ttc
Phe
75

tac

Tyr

tgg
Trp

gct gta
Ala Val

agt gtc
Ser Val

cca gga
Pro Gly
45

tct ggg
Ser Gly

60

acc ctc
Thr Leu

tgt cag
Cys Gln

aga tct
Arg Ser

Ser Leu Ala

10

Ser Lys Ser

Gln Lys Pro

Leu Glu Ser:

60

Asp Phe Thr

75

Tyr Tyr Cys

90

‘Ser Trp Arg

tct
Ser

agt
Ser
30

cag

Gln

gtc
vVal

aac
Asn

cac
His

aac
Asn
110

Val
Val
Gly

45
Gly
Leu

Gln

Sexr

ctg
15

aca
Thr

cca
Pro

cct
Pro

atc
Ile

att
Ile
85

Ser

Ser

30

Gln

Val

Asn

His

Asn
110

gg99
CGly

tct
Ser

cce
Pro

gcc
Ala

cat
His
80

agg
Arg

Leu
15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ile

95

48

96

144

192

240

288

331

Gly

Ser

Pro

Ala

His

80

Arg
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<212> ADN
<213>.hibridoma
<220>

<221> CDS
<222> (1)..(342)
<400> 10

gtg cag'

Val Gln
1

ctg tcc
Leu Ser

gta cac
Val His

gtg ata
val Ile
50

aga ctg
Arg Leu
65

atg aac
Met Asn

gag cct
Glu Pro

aga tta
Arg Leu

<210> 11

<211> 114
<212> PRT
<213> hibridoma
<400> 11

ctg
Leu

atc
Ile

tgg
Trp
35

tgg
Trp

agc
Ser

agt
Ser

ccc
Pro

cag
Gln

aca
Thr
20

gtt
Val

agt
Ser

atc
Ile

ctc
Leu

acg
Thr
100

gag
Glu

tgc
Cys

cgce
Arg

gat
Asp

agc
Ser

caa
Gln
85

acg
Thr

tct
Serx

acc
Thr

cag
Gln

gga
Gly

aag
Lys
70

act
Thr

tac
Tyr

ES 2371468 T3

gga
Gly

gte
Val

cct
Pro

agc
Ser
55

gac
Asp

gat
Asp

gtt
vVal

cct ggce
Pro Gly

tca ggg
Ser Gly

25

cca gga
Pro Gly
40 .

aca acc
Thr Thr

aac tce
Asn Ser

gac aca
Asp Thr

tgc tta
Cys Leu
105

ctg
Leu
10

tte
Phe

aag
Lys

tat
Tyr

aag
Lys

gee
Ala
30

ctg
Leu

20

gtg
Val

tca
Ser

ggt
Gly

aat
Asn

agce
Ser
75

atg
Met

999
Gly

gcg
Ala

tta
Leu

ctg
Leu

tca
Ser
60

caa
Gln

tac
Tyr

cca
Pro

ccce
Pro

act
Thr

gag
Glu
45

gct
Ala

gtt.

vVal

tac
Tyr

agg
Arg

tca
Ser

agc
Ser
30

tgg
Trp

ctc
Leu

ttc
Phe

tgt
Cys

gac
Asp
110

cag
Gln
15

tat
Tyxr

ctg
Leu

aaa
Lys

tta
Leu

gce
Ala
95

cac
His

agc

Ser’

ggt
Gly

gta
Val

tece
Ser

aaa
Lys
80

aga

Arg

tect
Ser

48

96

144

192

240

288

336

343
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Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln Ser
1 5 : 10 15

Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Gly
20 25 30

Val His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu Val
35 40 45

Val Ile Trp Ser Asp Gly Ser Thr Thr Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser
50 55 60

Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu Lys
65 70 ' 75 80

Met Asn Ser Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala Arg
85 - 90 95

Glu Pro Pro Thr Thr Tyr Val Cys Leu Leu Gly Pro Arg Asp His Ser
100 105 110

Arg Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a FcyRIIb humano en el entorno natural del
receptor de Fc a través de su region variable, y que se une especificamente a un péptido o polipéptido artificial que
comprende un epitopo conformacionalmente discriminador (CDE) que comprende los aminoacidos 27-30 de la
secuencia de aminoacidos de FcyRIIb segun SEC ID NO. 2, en el que el péptido o polipéptido artificial tiene una
longitud de 5 a 30 aminoacidos.

2. El anticuerpo o fragmento del mismo de la reivindicacion 1, que se une con una afinidad al menos 10 veces, mas
preferiblemente al menos 100 veces, mas preferiblemente al menos 1.000 veces, mas preferiblemente al menos
10.000 veces, mas preferiblemente al menos 100.000 veces, mas preferiblemente al menos 1.000.000 veces mayor
por FcyRIIb que por FcyRlla.

3. El anticuerpo o fragmento del mismo de las reivindicaciones 1 6 2, que no interfiere con la unién del complejo
inmunitario a FcyRIlb.

4. El anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es capaz de activar la
funcion fisioldgica de FcyRIlb humano.

5. El anticuerpo o fragmento del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que es capaz de reticular
especificamente FcyRIIb humano.

6. El anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que aparece en un estado
monoémero o multimero.

7. El anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que es de la clase IgG, IgE,
IgM o IgA.

8. El anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que se selecciona de
anticuerpos monocatenarios, anticuerpos bifuncionales y anticuerpos trifuncionales, fragmentos Fab, fragmentos
F(ab),, fragmentos Fv y fragmentos scv.

9. Una secuencia de acido nucleico que codifica el anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.

10. Un vector de acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico segun la reivindicacion 9.
11. Una célula hospedante transfectada con un vector segun la reivindicacion 10.

12. Uso de un péptido que comprende un CDE de FcyRllb, que contiene los aminoacidos 27 a 30 de FcyRlIIb segun
SEC ID NO. 2, y que tiene una longitud de 5 a 30 aminoacidos, para identificar librerias moleculares para moléculas
de union o librerias genéticamente codificadas para encontrar sustancias que se unen especificamente a FcyRlIb.

13. Uso segun la reivindicacion 12, en el que las librerias comprenden péptidos, moléculas organicas,
peptidomiméticos, o dominios variables de anticuerpos.

14. Uso segun la reivindicacién 12, para identificar librerias de moléculas que se unen especificamente a FcyRIIb en
células humanas.

15. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que el péptido se estabiliza estructuralmente
mediante circularizacion.

16. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que el péptido comprende aminoacidos artificiales
oly glucosilados.

17. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que el péptido esta conjugado a una molécula
portadora.

18. Un método para producir un anticuerpo o un fragmento del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8, que comprende inmunizar animales o animales transgénicos con un péptido o polipéptido artificial en su
conformacioén nativa, en el que el péptido o polipéptido comprende un CDE que comprende los aminoacidos 27-30
de la secuencia de aminoacidos de FcyRIlIb segun SEC ID NO. 2, en el que el péptido o polipéptido artificial tiene
una longitud de 5 a 30 aminoacidos, y en el que el CDE esta estandarizado estructuralmente mediante
circularizacion.

19. El método segun la reivindicaciéon 18, en el que el péptido o polipéptido comprende aminoacidos artificiales o/y
glucosilados.
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20. El método segun la reivindicacion 18 6 19, en el que el péptido o polipéptido esta conjugado a una molécula
portadora.

21. Una composicion farmacéutica y/o de diagndstico Util para el tratamiento y/o diagndstico de enfermedades
asociadas con la sefalizacion mediada por el receptor de Fc, en particular artritis reumatoide, artritis psoriasica,
espondilitis anquilosante, sindrome de Reiter, psoriasis o lupus eritematoso, que comprende una cantidad efectiva
del anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y sustancias portadoras
farmacéuticamente aceptables.

22. Un kit de diagnéstico para la deteccidon de enfermedades autoinmunitarias y/o cancer, que comprende el
anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

23. Uso del anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la produccién de
inhibidores o activadores de la interaccion FcyRIIb/IgG.

24. Uso del anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la produccién de
una composicion farmacéutica y/o de diagndstico para el diagndstico y/o tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, purpura trombocitopénica inmunitaria, o esclerosis
multiple.

25. Uso del anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la produccién de
una composicion farmacéutica y/o de diagnéstico para el diagnéstico y/o tratamiento de cancer, en particular
linfomas o leucemias.

26. Uso del anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la produccién de
un adyuvante con otros compuestos bioterapéuticos para el tratamiento y/o diagndstico de cancer.

27. Uso de la reivindicacion 26, en el que los otros compuestos terapéuticos se seleccionan del grupo que
comprende los anticuerpos Herceptin®, Rituxan®, IC14, PANOREX™, IMC-225, VITAXIN™  Campath 1H/LDP-03,
LYMPHOCIDE™ y ZEVLIN™, y anticuerpos que se unen a los siguientes antigenos de cancer: MAGE-1, MAGE-3,
BAGE, GAGE-1, GAGE-2, N-acetilglucosaminiltransferasa, p15, beta-catenina, MUM-1, CDK-4, HER- 2/neu,
papilomavirus E6 humano, papilomavirus E7 humano y MUC-1.

28. Uso del anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la produccién de
una composicion farmacéutica y/o de diagndstico para el diagnoéstico y/o tratamiento de alergias.

29. Uso del anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la produccion de
una composicion farmacéutica y/o de diagnodstico para el tratamiento de enfermedades asociadas con células
dendriticas y/o macroéfagos activados.

30. Uso del anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la produccién de
una composicion farmacéutica y/o de diagndstico para el tratamiento de enfermedad de hospedante frente a injerto.

31. Uso del anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la produccién de
una composicion farmacéutica y/o de diagndstico para el tratamiento de enfermedades relacionadas con amiloides.

32. Uso del anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la produccién de
una composicion farmacéutica para incrementar el efecto de la vacunacion.

33. Anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que se modifica en el
fragmento de Fc mediante la modificacién de la glucosilacién y/o mutagénesis para potenciar la unién hacia
subconjuntos de los receptores de Fc.
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Figura 1:
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Figura 2:

Epitopo 1
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Figura 3:
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Figura 5:

a) Regién ligera variable de mAb GB3

agaattcagctgacccagtctccatectccttatctgectectctgggagaaagagtcagt
R I 9 L. T Q S P 8 s L S A S L G E R V S8

ctcacttgtlcgggcaagtcaggaaattagtggttacttaaggtggcttcagcagaaacca
L T C R A S Q E I 8 G Y L s8S W L Q QQ K P
CDR1

gatggaactattaaacgcctgatctacdgccacatccgetttagattctlggtgtcccaaaa
D G T I K R L I Y AT S ALD S G V P K
CDR2

aggttcagtggcagtgggtctgggtcaaattattctctcaccatcagcagecttgagtct
R F sSsS G §S G S G sS NY s L T I S S8 L E S

gaagattttgcagactattactgtfctacaatatgctaattatccgtacacgttcggaggg
E D F A DY Y C L Q ¥ A N Y P Y T F G G
CDR3

gggaccaagctg
G T K L

b) Regién pesada variable de mAb GB3

gtgcagctgcagcagtctggacctgagctggtgaagecctggggecttcagtgaagatttce
vV ¢ L. Q Q 8 G P EL V K P G A S V XK I S

tgcaaggcttctbgctacaccttcactgactactatatatackgggtgaaacagtggcct
C K A S 6 ¥ TV F TD Y Y I ¥ WV K QO W P
" CDR1

ggacagggacttgagtggattggaftggatttttcctggaactggtaatacttactacaat]
G 0 G L E W I G W I F P 6T G N T Y Y N
CDR2

baaaacttcaaggacaaggcdacacttactatagatagatcctccagcacagcctacatg
E N F K D K A T LTI DR S S S8 T A Y M
cprz (cont.)

ttgctcggcagectgacctectgaggactectgeggtctatttetgttatggticcgtttget
L L 6 S L T sS E D S AV Y ® C Y G P F A
CDR3

Eakctggggecaa
Y W G O
CDR3
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Figura 6:
Regién pesada variable de mAb CE5:

tagcaggagtcaggacctggcctggtggecgecctcacagagectgtecatcacatgecacecgtet
L Q E S G P G L V A P S Q S L s I T C TV

cagggttctcattaaccggctatggtgtaaactgggttegecagecteccaggaaagggtctgg
SI%QFSLTGYGVN]WVRQPPGKGL

CDR1
agtggctgggaatgattt tgatggaaacacagactataattcagctctcaaatccagac
E.W L G M I W GD G NTUDVYN S AL K § R

CDR2
tgagcatcagcaaggacaactccaagagccaagttttcttaaaaatgaacagtctgcacactg
L s I §s K DN S K S Q VF L K MN S L H T

atgacaéagccaggtactactgtgccagaga agagattataggcttgactactggagccaag
D DT AU®RY VYO CA ARIEZ RDUVYRTLUDUYYTWG Q
CDR3

ggaccacggtcaccgtctectcag
G T T VvV T V 8 8

Region ligera variable de mAb CES5:

agctcacccagtctcceca cctccctttctgcgtctgtgggagaaactgtcaccatcaéatgt
E L T Q S P A 8§ L 8§ A S VG E TV T I T C

cgagcaagtgggaatattcacaattatttagcatggtatcagcagaaacagggaaaatctcct

A S G N I H N Y L W ¥ Q Q K 9 G K § P
CDR1
cagctcctggtctattatacaacaaccttagcagatggtgtgccatcaaggttcagtggeagt
Q L L V Y [ Y T T T L A G V P S R F 8 G S

CDR2
ggatcaggaacacaatattctctcaagatcaacagcctgcaacctgaagattttgggagttat
G s G T Q ¥ §$ L K I N S L Q P EDVF G S ¥

tactgtcaacatttttggagtactcctcggacattecggtgaa accaagctcga
Y Cpg BE F WwWs T PR TMPFGG GG GTZXK L E

CDR3

Figura 7:

HO

OH
OH

Ac-HN 0]

-Ser-Lys-Lys-Phe—Ser-Arg-Ser-As»p—Pro-Asn-Phe-Ser-Gly[
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Figura 8:

EAE en ratones SJLj
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